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RNAI & Testberichte

Mitinhaltlichem Zuwachs startet LABORWELT ins neue Jahr. Neben dem
aktuellen Methodenfokus ,RNA-Interferenz & Co.” gibt es ab sofort in
jeder Ausgabe einen Methodentest, in dem Wissenschaftler fiir Wissen-
schaftler die Starken und Schwachen von Methoden, Geraten und Kits
beleuchten. Den Auftakt machen Forscher des Max-Planck-Instituts fur
molekulare Genetik (vgl. Seite 8), an dem deutschlandweit die meisten
Next-Generation-Sequencer stehen. Naheliegend also, die Experten
ein solches System durchleuchten zu lassen: Fiir welche Applikationen
eignet es sich, wo sind die erfolgskritischen Schritte, wovon lasst man
besser die Finger? Getan haben sie dies fuir das System mit dem derzeit
hochsten Durchsatz aller Sequencing-Maschinen, dem SOLID von ABI
bzw. Life Technologies. Zudem starten mit dieser Ausgabe zusatzlich
die Rubriken Kongresswelt (,Biodefense-Tagung", vgl. Seite 35) , Kar-
rierewelt (England — offen fir alternative Karrierewege" (vgl. Seite
37) und Paperwelt (vgl. Seite 4), in denen Meetings, Berufswege und
interessante Paper im Vordergrund stehen. Wir freuen uns, wenn Sie
die neuen Angebote aktiv mitgestalten, uns kontaktieren, wenn Sie auf
besonders interessante Meetings fahren und dariber berichten oder
karriererelevante Informationen an junge Wissenschaftler weitergeben
mochten. thre Vorschldage dazu sind hochwillkommen.

Daneben haben wir versucht, interessante Forschungsergebnisse und
Methoden auf dem Gebiet der RNA-Technologien einzufangen. Aptame-
re etwa versprechen Antikérper-ahnliche Bindungsspezifitaten, kénnen
bisher aber nur mit hohem Aufwand in gréReren Mengen hergestellt
werden. Einen Ausweg weist Yo Kikuchi mit neu etablierten Produkti-
onsorganismen (vgl.S. 6). MicroRNA-Schalter scheinen zudem die Meta-
stasierung maf3geblich zu beeinflussen (vgl. S. 11) sowie als Diagnostika
vielversprechend (vgl. S. 33). Wie siRNAs die Zellmigration beeinflussen
(vgl. Seite 17), zeitlich synchronisierte C .elegans-Entwicklungsstadien
mit Hilfe der RNA-Interferenz genomweit untersucht werden kénnen
(vgl. S. 22) und sich humane Influenza-Targets finden lassen (vgl. S. 26),
regulatorische RNAs bioinformatisch aufgespiirt (vgl. Seite 29) und ihre
Wirkungen modelliert werden kénnen (vgl. Seite 31), lesen Sie in dieser
Themenausgabe. Uber Ihr Feedback zu den neuen Rubriken und unseren
Inhalten freuen wir uns — laborwelt@biocom.de.

Thomas Gabrielczyk

In diesem Heft

Marktiibersicht: Proteinexpressions-Kits

Jedes Labor braucht sie, und entsprechend grof ist das Angebot.
Proteinexpression-Kits gibt es als zellfreie Systeme, bakterielle, die aber
Inclusion Bodies bilden (vgl. Foto), oder aber Systeme die spezifische
posttranslationale Modifikationen gestatten. Den aktuellen Stand der
Produktentwicklung prasentieren die Anbieter ab Seite 38.
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Paperwelt Highlight des Monats

MicroRNA-induzierte
DNA-Methylierung - ein
neues Regulationsprinzip

Basel Khraiwesh, M. Asif Arif, Gotelinde Seumel, Stephan Ossowski, Detlef Weigel, Ralf Reski* und
Wolfgang Frank*; (2010) Transcriptional control of gene expression by microRNAs. Cell 140, 111-122.

Dass microRNAs mit langen RNAs, besonders mRNAs, wechselwirken und so die Genexpression
posttranskriptionell regulieren, war bekannt. Die amerikanischen Biologen Mello und Fire erhielten
fiir diese Entdeckung am Wurm C. elegans 2006 den Nobelpreis. Dass miRNAs aber auch direkt
mit DNA wechselwirken kénnen und so beeinflussen, ob ein Gen liberhaupt abgelesen wird, hat
Anfang Januar erstmals eine Gruppe um Prof. Dr. Ralf Reski und PD Dr. Wolfgang Frank (Univer-
sitat Freiburg) sowie Prof. Dr. Detlef Weigel (MPI fiir Entwicklungsbiologie, Tiibingen) gezeigt. Im
Moos Physcomitrella patens erzeugten sie durch homologe Rekombination Nullmutanten fiir das
DICER-Like 1b-Protein. Trotz Mutation reiften in den Knock-out-Moosen genau wie im Wildtyp
miRNAs heran, doch deren Ziel-RNAs wurden nicht mehr zerschnitten. Gleichwohl waren die
Mengen dieser Ziel-RNAs in den Mutanten verringert statt erh6ht. Dies lag daran, dass speziell
die Gene, die die Ziel-RNAs kodieren, in den genetisch veranderten Moosen — aber nicht im
Wildtyp — methyliert vorlagen. Sie fanden, dass das Mengenverhaltnis von miRNA zu Ziel-RNA
dieses epigenetische Gene Silencing auslost. Der vermutlich konservierte Mechanismus kénnte
immer dann eine Rolle spielen, wenn eine schnelle Reaktion auf sich dandernde Umweltbedin-
gungen gefragt ist. Im Wildtyp-Moos brachte auch das Stresshormon Abscisinsaure (ABA) die

Genexpression epigenetisch zum Schweigen.

Laborwelt:
Wie kam Ihnen die Idee zu der Studie und was
war lhre Arbeitshypothese?

Reski:

DICER-Proteine sind zentral fiir die RNA-
Interferenz (RNAI). Wahrend Tiere und der
Mensch in der Regel nur ein Gen haben, das
flr ein DICER-Protein kodiert, besitzen die
meisten Pflanzen davon vier verschiedene. Wir
erhofften uns durch die Analyse der einzelnen
Moosgene ein genaueres Verstandnis der viel-
faltigen Funktionen dieses Schllsselproteins.
Unsere Arbeitshypothese, die sich dann ja
auch bestatigt hat, war, dass wir die einzelnen
verschiedenen Funktionen, die DICER austiben
kann, im Moos besser als im Menschen oder
im Wurm analysieren kénnen.

Laborwelt:
Wie haben Sie das untersucht?

Reski:

In Physcomitrella kann man dhnlich effizient
wie in der Hefe gezielt einzelne Gene durch
das sogenannte gene targeting mutieren.
In den meisten Hoheren Eukaryoten geht
dies nicht. Eine Ausnahme sind embryonale
Stammzellen der Maus, die zur Herstellung
von Knockout-Mausen eingesetzt werden.
Wahrend es sehr lange dauert, eine K.o.-Maus
herzustellen, ist es sehr viel einfacher, schnel-
ler und preiswerter ein K.o.-Moos herzustellen.
Mitdiesem Ansatz der Reversen Genetik lasst
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sich direkt die Funktion der untersuchten
Gene ermitteln. Anders als in der klassischen
Genetik fangt man hier bei einer Gensequenz
an und sucht nach deren Funktion. Bei Orga-
nismen, in denen das gene targeting nicht
funktioniert, wie etwa dem Fadenwurm C.
elegans, wird RNAI eingesetzt, um die Tran-
skriptmengen der zu untersuchenden Gene
herunterzuregulieren. Dieser experimentelle
Ansatz funktioniert aber natirlich nicht bei
demfurdie RNAi zentralen Enzym DICER. Dazu
muss man schon wie im Moos das Gen direkt
ausschalten kénnen.

Laborwelt:
Wo liegt die biologische Relevanz lhrer
Ergebnisse?

Reski:

Wir beschreiben eine bisher unbekannte und
flir die normale Entwicklung zentrale Metho-
de der Genregulation, die vermutlich nicht
nur in Pflanzen, sondern auch im Menschen
vorkommt und hier auch bei wichtigen Krank-
heiten eine Rolle spielen kann. Die von uns
gezeigte Verbindung von Umwelteinfliissen
und Epigenetik rlttelt an einem zentralen
Dogma der Biologie, das besagt, dass Umwelt-
einflisse nur iber DNA-Mutationen genetisch
wirksam werden konnen. Die neuen Erkennt-
nisse entscharfen also den Streit zwischen
Darwin und Lamarck, weil sie zeigen, dass
jeder jeweils nur eine Seite derselben Medaille
betrachtet hat.

Prof. Dr. Ralf Reski (51) entwickelte das
Moos Physcomitrella zu einem Modell-
system in Grundlagenforschung und
Biotechnologie. Seine Forschungsinter-
essen gelten der Systembiologie und der
Synthetischen Biologie. Er begann seinen
wissenschaftlichen Weg an der Univer-
sitait Hamburg, wo er 1990 promovierte
und 1994 habilitierte. Die DFG verlieh
Reski 1996 ein Heisenberg-Stipendium.
Von Rufen in- und auslandischer Univer-
sitdten nahm Reski 1998 den auf einen
Lehrstuhl an der Universitat Freiburg
an. Dort begann er eine groRBe Koope-
ration mit der BASF zur funktionellen
Genomanalyse und griindete die Firma
greenovation, die sich auf die Produktion
komplexer Biopharmazeutika speziali-
sierte. Der in zahlreichen Gremien tatige
Pflanzenbiotechnologe lehrt auch an
der Ecole supérieure de biotechnologie
Strasbourg (ESBS) und forscht derzeit
federfiihrend in den Exzellenzinitiativen
bioss, SGBM und FRISYS.

Laborwelt:
Welche Modellvorstellung stiitzen Ihre Ergeb-
nisse und wie geht es weiter?

Reski:

Seit Neuestem ist aus Tierversuchen bekannt,
dass intensiver Stress die Methylierung von
bestimmten Genen in Nervenzellen verandert
und so vermutlich psychische Krankheiten
wie Depressionen auslost. Das erinnert stark
an unsere Befunde, dass das Stresshormon
ABA im genetisch nicht veranderten Moos
die Methylierung von Genen ausldst, die
fir miRNA-Targets kodieren, und sie damit
verstummen Idsst. Wir glauben, dass unsere
Arbeit ein Schlussel flr das mechanistische
Verstandnis des Zusammenhanges zwischen
Umwelt und Epigenetik nicht nur beim Moos,
sondern auch beim Mensch sein kann. Das
muss jetzt wissenschaftlich exakt an Tieren
und dem Menschen bewiesen werden.

> www.laborwelt.de
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Blitzlicht Aptamer-Synthese

Produktion definierter
RNAs im Kulturiiberstand

von Bakterien

Yo Kikuchi, Hiromichi Suzuki, and So Umekage, Department of Environmental & Life Sciences,
Toyohashi University of Technology, Toyohashi, Japan

RNAs haben sich zu den Hauptakteuren der aktuellen Biologie entwickelt. Natiirlich vorkom-
mende microRNAs, die kiinstlich hergestellten siRNAs, doppelstrangige RNAs (dsRNAs) sowie
die Ribozyme fungieren als Regulatoren der Genexpression. Dazu kommen experimentell
aus RNA-Zufallsmischungen selektierte RNA-Aptamere als biologisch funktionelle Molekiile,
die iiber die Fahigkeit verfiigen, jeweils spezifisch an ein definiertes Zielmolekiil binden zu
kénnen. All diese RNAs sind potentielle RNA-Arzneimittelkandidaten. In diesem Zusammen-
hang werden dringend Verfahren benétigt, die die effiziente Gewinnung einheitlicher RNA-
Molekiile gestatten. Derzeit werden diese RNAs durch in vitro-Transkription oder chemische
Synthese gewonnen. Allerdings sind diese Verfahren teuer, arbeitsintensiv und vor allem nicht
geeignet, groBe Mengen herzustellen. Fiir die RNA-Herstellung im GroBmaRstab erscheint
die mikrobielle in vivo-Produktion am besten geeignet. Ein unlangst vorgeschlagenes mikro-
bielles in vivo-Produktionsverfahren nutzt das marine phototrophe Bakterium Rhodovulum
sulfidophilum. Dabei wird die RNA nicht in den Zellen, sondern in der Kulturbriihe hergestellt,
denn das Bakterium stellt in der Natur Nukleinsauren extrazellular her

Abb 1: Mikroskopische Aufnahme von Rhodovulum sulfidophilum, angefarbt mit SYBR Green I.
Bakterien-Flocken sind deutlich sichtbar. Details siehe Text

Erst kurzlich wurde ein RNA-Aptamer-Wirkstoff
entwickelt, der dem Abbau der Makula durch
spezifische Hemmung des vaskularen endo-
thelialen Wachstumsfaktors (VEGF; Vascular
Endothelial Growth Factor) entgegenwirkt'.
Bei der Herstellung von RNA-Arzneimitteln
sind effiziente und wirtschaftliche Methoden
zur Herstellung einheitlicher RNA-Molekiile
besonders wichtig—um so mehr,wenn die RNA-
Wirkstoffe in grolen Mengen produziert werden
sollen. Derzeit werden RNAs mittels in vitro-Tran-
skription oder chemische Synthese gewonnen.
Allerdings sind diese Verfahren, die den Einsatz
teurer Enzyme, synthetischer DNA-Matrizen und
Chemikalien erfordern, kostspielig und mihsam.
Die in vivo-Herstellung kiinstlicher RNAs mit
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Hilfe von Mikroorganismen erscheint hier eine
vielversprechende Methode. Sowohl die in vivo-
Expression als auch die Aufreinigung kiinstlicher
RNAS wurden bereits beschrieben?3. Ponchon
und Dardel berichten tiber die in vivo-Produktion
rekombinanter RNAs mittels Escherichia coli?
undschlageneinals, t-RNA-Scaffold“ bezeichne-
tes System vor. Dabei tragen die RNA-Produkte
an beiden Termini eine t-RNA-Sequenz, die sie
vordem Abbau durch endogene Ribonukleasen
schitzt. Umekage und Kikuchi entwickelten ein
Verfahren zur in vivo-Produkton zirkularer RNAs
mit E. coli®. Die ringformigen Produkte beiben
dabei stabil in den Zellen erhalten, weil sie re-
sistent gegenUber zelluldren Exonucleasen sind.
Der Einsatz von E.colials Produktionswirt bringt

mit sich, dass die an sich sehr erfolgreichen
Methoden RNA-Scaffold und Zirkularisierung
jedes Mal etabliert werden missen, um den
Abbau des Produktes durch zelluldre Nukleasen
auszuschlief3en. Vor kurzem haben Kikuchi und
Kollegen einen neuen Wirtsorganismus flr die
RNA-Produktion vorgeschlagen — das marine
Bakterium Rhodovulum sulfidophilum, das Nu-
kleinsduren im Kulturmedium produziert, aber
fast keine Ribonukleasen aufweist.

RNA-Aptamere aus Bakterien

R. sulfidophilus ist ein marines phototrophes
Purpurbakterium aus der Gruppe der alpha-
Proteobakteriens. Dieses Bakterium scheidet
Nukleinsauren in I6slicher Form in das Kultur-
medium aus. Unter Ndhrstoff-limitierenden
Bedingungen bildet Rhodovulum strukturierte
Zellgemeinschaften, die als ,Flocken® (,flocs”)
bezeichnet werden (Abb. 1)°. Die extrazellulare
DNA fungiert als eine Art ,Klebstoff” in der
Flocke, der die einzelnen Zellen miteinander
verbindet. Es wurde beschrieben, das die in
Vollmedium gebildete |6sliche extrazellulare
DNA bei Nahrstofflimitierung in die Flocke
aufgenommen wird®. Mit der DNA scheint auch
RNAvon den Zellen freigesetzt zu werden. Auch
die Charakterisierung der extrazellularen RNA
von R.sulfidophilum wurde bereits beschrieben?.
Es handelt sich meist um nicht-aminoacylierte,
reife Volllangen-t-RNAs sowie Fragmente der
ribosomalen 16S- und 235-rRNA78, Das Bakterium
stellt keinerlei im Kulturmedium detektierbare
Ribonukleasen her, was moglicherweise der
Funktion der extrazellularen RNAs zuzuschrei-
benist+8.Wohlauch deshalb ist bei den meisten
derins Kulturmedium ausgeschiedenen t-RNAs
die reife nicht-acytylierte 3*-terminale CCA-Se-
quenzerhalten,obgleich diese sehrempfindlich
gegenliber den weitverbreiteten Exonukleasen
ist. Das Bakterium scheint daher sehr geeignet
fir die extrazelluldre Herstellung kiinstlicher
RNA, sofern diese grundsatzlich moglich ist.
Genau fir diesen Zweck setzten Kikutchi und
Kollegen den Stamm R. sulfidophilum DSM1374T
ein, denn gentechnische Methoden sind fir
diesen bereits gut etabliert®.Ein Konzeptschema
der vorgeschlagenen Herstellung funktioneller
kiinstlicher RNA ist in Abbildung 2 gezeigt.

Sie entwickelten ein Verfahren zur extra-
zelluldaren Herstellung eines RNA-Aptamers+.
Als RNA-Wirkstoff-Produktmodell wurde ein
Streptavidin-RNA-Aptamer* ausgewahlt. Diese
kiinstliche RNA verfligt liber die Fahigkeit, spezi-
fischan Streptavidin zu binden. Sie konstruierten
ein Plasmid, um ein Streptavidin-RNA-Aptamer
mittels R. sulfidophilum direkt im Kulturmedi-
um herzustellen. Die Aptamersequenz ist auf
beiden Seiten von sich selbstschneidenden
Hammerhead-Ribozym-Sequenzen flankiert—
Sequenzen die urspriinglich aus Pflanzen-
Virusoiden stammen. Das Selbstschneiden
ist bei diesen ein unverzichtbarer Schritt der
Virusoid-Reifung und tritt an einer spezifischen
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Abb 2: Extrazelluldre Produktion kiinstlicher RNAs durch R. sulfidophilum

Stelle der RNA-Sequenz auf, ohne dass daran
irgendein Enzymprotein beteiligt ware". Das
resultierende kiinstliche Gen wurde so konst-
ruriert,dass es vom ribosomalen RNA-Promotor
(rrn) bis zum puf-Terminator von R.sulfidophilum
transkribiert wird und das reife Streptavidin-
RNA-Aptamer lieferte (also die bereits von der
Selbstschneide-Aktivitat des Hammerhead-
Ribozyms prozessierte Form)4. Obgleich eine
zusatzliche Vorinkubation der RNA-Praparation
erforderlich war,um den Selbstschneideprozess
zu unterstitzen, konnte das Produkt durch ge-
wohnliche RNA-Aufreinigungsmethoden aus
dem Kulturiiberstand gewonnen werden.

Das Produkt wurde funktionell getestet*. Die
hergestellte RNA behielt ihre spezifische Fahig-
keit an Streptavidin zu binden. Dabei konnten
keine Unterschiede der Bindungsfunktion
des in vivo-Produktes und des durch in-vitro-
Transkription erhaltenen Produktes festgestellt
werden. Damit war erstmals die extrazellulare
Herstellung einer funktionellen kiinstlichen
RNA in vivo gezeigt. Das Produkt wurde ausge-
schieden. Diese Eigenschaft ermoglicht es,einen
kontinuierlichen Prozess zu entwickeln, bei dem
Zellernte und Zellaufschluss nicht erforderlich
sind, um das Produkt zu erhalten.

Mit dem Plasmid ausgestattete R. sulfi-
dophilum produzierten extrazellular 100 ng
Streptavidin-Aptamer# pro Liter Kulturmedium,
obgleich 7ug Produkt in den Zellen gefunden
wurden. Diese Menge an extrazellularem
Produkt ist noch nicht einmal fiir den Laborge-
brauch geeignet.Verschiedene Losungsansatze
versprechen aber Verbesserungen. Tatsachlich
zeigte sich eine grolle Verbesserung der Aus-
beute durch Austausch des transkriptionellen
Promotors#. Eine hohe Kopienzahl des derzeit
nur in geringer Kopienzahl (1 bis 10 pro Zelle)
vorliegenden Vektors verspricht eine weitere
Verbesserung. Von einem anderen Stamm der
Gattung Rhodovulum (Stamm PS88) ist eine
Ausbeute extrazellular produzierter natirli-
cher RNAs von 62,5 Milligramm pro Gramm
Trockengewicht beschrieben™. Diese Gattung
hat groBes Potential fiir die RNA-Produktion
in groBen Mengen. Obgleich physiologische

LABORWELT

Phanome bereits beschrieben sind®, wurde der
Sekretionsmechanismus fiir die Nukleinsauren
noch nicht aufgeklart. Da grolle Mengen an
Produkt, wie oben beschrieben, im Zellinneren
verbleiben, ist die Aufklarung dieses Prozesses
jedoch von grofRer Bedeutung flr die Ver-
besserung der Ausbeute. Fur die industrielle
Herstellung von RNA-Wirkstoffen erscheint
die extrazelluldre Produktion als sehr profi-
table Zukunftsoption, insbesondere mit Blick
auf ein kontinuierliches Produktionsverfahren.
Als Vorteil erscheint, dass R. sulfidophilum
fast keine Ribonucleasen produziert. Weitere
physiologische Untersuchungen sowie eine
weitere Optimierung der Bedingungen werden
zur Entwicklung eines Produktionssystems fiir
RNA-Wirkstoffe beitragen.
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Testwelt Next-Generation-Sequencing

Bewertung der SOLID-
Sequenzierungsplattform
aus Nutzerperspektive

Andreas Dahl, Florian Mertes, Uta Marchfelder, Stefan Bérno, Axel Fischer, Michal Schweiger
und Hans Lehrach; Abt. Analyse des Vertebratengenoms, Max-Planck-Institut fiir molekulare

Genetik, Berlin

Das SOLiD-System von Life Technologies/Applied Biosystems (ABI) kam etwa ein Jahr nach den
Next-Generation-Sequenzierern (NGS) der Hauptmitbewerber Roche und lllumina auf den

Markt. Trotzdem kann es durch signifikante Entwicklungen in Technologie und Arbeitsablauf

insbesondere im letzten Jahr momentan als das hinsichtlich Durchsatz starkste System am Markt
betrachtet werden. Im Folgenden soll das System aus Nutzerperspektive mit seinen Starken und
Schwichen beurteilt sowie kritische Punkte beim Arbeitsablauf beleuchtet werden.

Praparation dar EmulsionsPCR und Baad und
Sequenzierbibliothek Bead Anreicherung Installation der Flowcell
= Fragmentianang der DA = EmiilsionsFCR = Binden der Beads an Flowcall-
+ Adaptoriigation, Nickiranslation,  + Anraicherung Tampiat N
enzymatischer Verdau etc. * tragandar Baads -1muﬂlﬂ?nmﬁnlm_ﬂmd
+ Amplifikation der Bibliothek + End-Modifikation Skl il
+ Quantifiierung (GPCR) AR

* Araral uind Al der Asbeifsscivitte vaiar! @ o Applkaion wid bewaalion o Viezashl von Aubesmuigeschridon

Abb 1: Uberblick iiber den Arbeitsablauf bei der SOLID-Sequenzierung

Vor dem eigentlichen Sequenzierlauf auf dem-
SOLID3+ sind Vorarbeiten erforderlich (vgl. Abb.
1), die hier gemeinsam mit erfolgskritischen
Arbeitsschritten beleuchtet werden sollen.

Die Priparation der Sequenzierbibliothek
umfasst die Fragmentierung der DNA, Ligation
universeller Adaptoren sowie applikationsab-
hangig weitere enzymatische Schritte. Danach
erfolgt eine PCR-basierte Anreicherung korrek-
ter Fragmente und deren Quantifizierung. Der
zweite Teil beinhaltet die Emulsions-PCR (ePCR).
Durch Herstellung einer Wasser-in-Ol-Emulsion
werden ca.1pum grofe PCR-Primer-tragende, ma-
gnetische Kiigelchen (Beads) in kleinste wassrige
Tropfen eingeschlossen. Die wassrige Phase
besteht aus einem PCR-Mix, der als Ausgangs-
material (Templat) die Sequenzierbibliothek in
geringer Konzentration enthalt. Nach Aufteilen
in eine Vielzahl kleinster Tropfchen sind im Ide-
alfall einzelne Templat-Molekile mit einzelnen
Beads gemeinsam in ein solches Vesikel einge-
schlossen. Dann erfolgt durch Einzelmolekiil-
PCR die Herstellung monoklonaler Beads, die
eine Vielzahl identischer Fragmente tragen. Da
die korrekt mit PCR-Produkt beladenen Beads
ca.10% bis 20% der eingesetzten Beads entspre-
chen, werden sie isoliert (angereichert) und die
gebundenen PCR-Produkte terminal modifiziert,
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um eine Bindung an die sogenannte FlieRzelle
(Flowcell, FC) zu erméglichen. Im dritten Teil des
Arbeitsablaufes erfolgt die Ablage (Deposition)
der Beads durch kovalente Bindung auf einem
Objekttrager. Dieser wird dann im Gerat zur
FlieRzellezusammengesetzt und prasentiert bis
zu 600 Mio.Beads zur parallelen Sequenzierung
mittels wiederholter sequentieller Ligation von
fluoreszierenden Sonden.

Praparation der Sequenzierbibliotheken

Die minimal benotigte DNA-Menge fur die
Praparation der Sequenzierbibliotheken wird
mafgeblich durch die DNA-Fragmentierung
bestimmt.Bei kurzen Fragmenten flir Standard-
bibliotheken gentigen weniger als1ug (>50 ng)
DNA. Fiir diesen Arbeitsschritt verwenden wir
das mitgelieferte DNA-Scher-Instrument Covaris
S2. In wenigen Minuten wird die gewtinschte
Fragmentlange mit geringen Abweichungen
erreicht. Bei den langeren Fragmenten fiir zum
Beispiel Mate-Paired-Bibliotheken werden zur
Fragmentierung mittels HydroShear erhebliche
Mengen an DNA (mindestens 10 pg) bendtigt.

Applikationsspezifische Standardprotokolle
stehen flir Fragment- und Mate-Paired-Sequen-

zierbibliotheken zur Verfligung. Dabei gibt es
auf die einzelnen Anwendungen abgestimmte
Adaptoren, welche direkt bei ABI oder anderen
Herstellern bestellt werden kdnnen. Zur Prapa-
ration konnen Materialien von ABI, aber auch
Komponenten anderer Hersteller genutzt wer-
den. Die Praparation einer Fragmentbibliothek
besteht aus funf Schritten und dauert etwa
einen Tag. Die Herstellung einer Mate-Paired-
Bibliothek dagegen dauert vier Tage und ist
relativ komplex. Hier greifen wir auf das von
ABI empfohlene Material und Protokoll zuriick.
Im Detail: Der erste kritische Schritt besteht in
der moglichst effizienten Zirkularisierung der
Fragmente. Kritisch ist auch die darauf folgende
Nick-Translation, welche die Fragmentlange der
finalen Bibliothek bestimmt. Dabei sind zwei
Punkte zu beachten: Einerseits muss das Frag-
ment lang genug sein, um die Sequenzierung
von 2x50 bp zu ermoglichen, andererseits darf
das nick-translatierte Fragment nicht zu lang
werden, da sonst in der folgenden ePCR eine
nur schlechte Effizienz erzielt wird. Aufgrund
zahlreicher Aufreinigungsschritte und dem
damitverbundenen erheblichen Verlustan DNA
beider Praparation einer Mate-Paired-Bibliothek
sollten 10 pg bis 20 pg qualitativ hochwertige
DNA zur Verfligung stehen.

Bei RNA-Praparationen (miRNA, Whole
Transcriptome) werden Adaptoren mit kohasi-
ven Enden verwendet, wodurch eine gerichtete
Ligation der Adaptoren erfolgt und so — theo-
retisch —100% des Materials nutzbar wird.
Zudem bleibt die fir die Transkriptomanalyse
wertvolle Stranginformation bei der Sequen-
zierung erhalten. Der Small RNA Expression
(SREK)-Kit gestattet die Praparation kleinster
Mengen einzelstrangiger RNA und kann auch
flr miRNA genutzt werden, wobei RNAs <40
nt vorher angereichert werden. Die saubere
GroRenselektion auf 105-150 bp nach der
Adapter-Ligation beeinflusst erfahrungsgemaf
unmittelbarer den spateren Sequenzierungs-
erfolg. Im Kit sind zehn Barcode-Adaptoren
fir Multiplexing enthalten, so dass bei Einsatz
der achtfach unterteilten FlieRzelle bis zu 8o
Proben parallel sequenziert werden konnen.
Die Auswertung und Zuordnung der Barcodes
zu den Bibliotheken erfolgt — im Gegensatz
zu normalen Multiplex-Bibliotheken — jedoch
nicht direkt im Gerat, sondern spater bioinfor-
matisch. Dies verkirzt den Sequenzierlauf um
einenTagund erspart den Einsatz der teureren
Barcode-Sequenzierchemie.Von der RNA bis zur
fertigen Bibliothek inklusive Qualitatskontrolle
und Quantifizierungsschritten missen etwa
zwei bis drei Tage eingeplant werden.

Die Protokolle/Kits fir Fragmentbiblio-
theken bediirfen wenig Einarbeitungszeit
und haben sich als robust erwiesen. Kritisch
ist der Amplifikations- und Anreicherungs-
schritt am Ende des Arbeitsablaufes, da es
hier leicht zur Uberamplifikation kommen
kann. Dieses Problem ist zwar in den Pro-
tokollen adressiert, dennoch ist eine ausrei-
chende Menge an Probenmaterial essentiell.
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Generell gilt die Regel: je weniger Amplifika-
tionsschritte (finf bis acht) desto besser.

Emulsions-PCR

Die kurzlich erreichte Zunahme des Durchsat-
zes bei SOLID ist vor allem auf die Steigerung
der Anzahl von Reads (Beads) pro FlieRzelle
zurtickzufuihren. In der ePCR werden mono-
klonale Beads erzeugt, welche mit 30.000 bis
100.000 Kopien eines Startmolekdils ., beladen”
sind. Die Lange und Qualitat der Bibliothek
sowie die prazise Titration des in der ePCR ein-
gesetzten Ausgangsmaterials haben sich als
die kritischsten Parameter fiir die Produktion
qualitativ hochwertiger Beads ergeben. Die
Lange der Fragmente ist aufgrund der GroRe
der wassrigen Tropfchen (Reaktoren) in der
Emulsion auf maximal 300 bis 350 bp begrenzt.
Die ePCR hat sich zu Beginn als relativ schwer
kontrollierbar gezeigt. Sowohl verwendete
Platten, Sealings als auch Cycler scheinen einen
Einfluss zu haben und missen von Labor zu
Labor individuell etabliert werden. Dabei muss
die von SOLID angegebene Ausstattung nicht
die beste Losung sein. Fir die prazise Titration
der eingesetzten Templatmenge in der ePCR
hat sich eine real-time PCR als beste Methode
erwiesen. Hier zeigen SybrGreen- und TagMan-
PCR vergleichbare Ergebnisse. Der Vorteil der
Titration mittels real-time PCR ist, dass nur

Testwelt Next-Generation-Sequencing

DNA-Fragmente gemessen werden, die auch
in der ePCR gut amplifiziert werden. Zudem
eroffnet sich eine weitere Qualitatskontrolle
Uber die Bestimmung der Schmelzkurve oder
das Auftragen der PCR auf ein Gel.

Das Ansetzen der ePCR ist relativ unkompli-
ziert, jedoch stoRt man beim Betrieb mehrerer
Gerate bald an Kapazitatsgrenzen hinsichtlich
der dazu bendtigten Thermocycler, aber auch
im Hinblick auf den Arbeitsaufwand. Hierist der
Einsatz von Barcoding, wodurch Bibliotheken-
Pools in einer ePCR eingesetzt werden konnen,
sehr hilfreich.

Die Anreicherung der mit PCR-Produkt
beladenen Beads ist der arbeits- und zeitauf-
wendigste Schritt bei der Beadproduktion. Zu-
satzlich erfordert dieser Teil viel Erfahrung und
umsichtiges Arbeiten der ausfiihrenden Person.
Die Anreicherung erfolgt mit, Capturing Beads®,
welche nur bei frischer Herstellung eine opti-
male Ausbeute an angereicherten ePCR-Beads
ermoglichen. Die Vielzahl der notwendigen
Waschschritte machen das Prozessieren unter-
schiedlicher Proben logistisch anspruchsvoll und
zeitaufwendig. Durch die Arbeit mit Beads ist
der Arbeitsablaufin der jetzigen Form auch nur
bedingt automatisierbar.Durch Barcoding kann
der Arbeitsaufwand erheblich gesenkt werden.
Die Verwendung von ,Low-Bind“-Gefdllen zur
Reduktion von Materialverlusten hat sich als
sinnvoll erwiesen. Hierbei sollten nasschemisch
beschichtete Gefal3e vermieden werden, da dies

Abb 2: Der SOLiD3+

die terminale Modifikation verhindern kann.Die
End-Modifikation hat sich als unproblematisch
gezeigt. Beads kénnen tber mehrere Wochen
aufbewahrt werden.

Bead Deposition/FlieBzell-Installation

Durch terminale Modifikation der Bead-gebun-
denen PCR-Fragmente ist die kovalente Bindung
der Beads an die FC-Oberflache moglich. Bei
SOLiDerfolgtdies nichtin der final assemblierten
FlieRzelle, sondern in einer sogenannten ,Bead-
Deposition-Kammer*. Die Dichte der deponier-
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bis 600 Mio.
maximal 50 bp Fragment und Mate-Paired
bis 30 Gigabasen / FC, 640 GB / Gerat

Reads/Lauf
Leseldnge [Basen]
Sequenzinformation

Laufzeit bis zu 10 Tage
Durchsatz/Tag 5-6 GB, applikationsabhangig
Durchsatz Fragmentlauf 50 bp bis zu 15 GB mappable / FC
DIVTE v AV BN ETTEL T G UL TN bis zu 25 GB mappable / FC
Amplifikation Emulsions-PCR (ePCR)
Trager Objekttrager

Kompartimente je FC 1, 4, 8 - durch Kompartimentierung reduziert sich verfigbare

FC-Flache

450-600 Mio. Reads
70-100 Mio. Reads
25-40 Mio. Reads
Preis pro Lauf

erforderliche Hardware Covaris S2 (im Paketpreis enthalten)/ / HydroShear, Ultra Turrax Emulsi-

fier (IKA)
Praparation der Bibliotheken
— Fragment-Bibliothek

— Mate-Paired-Bibliothek

einfach, 5 Schritte an einem Tag, DNA Einsatz < 1jg

komplex, 15 Schritte an bis zu vier Tagen, hoher DNA-Einsatz (10
-20 pg)

— Paired-End-Sequencing mit Version 3+ nicht moglich, erst ab SOLID 4
- miRNA, cDNA

Arbeitsablauf

einfach, in 1 bis 2 Tagen

Starken: standardisierbar, etablierte applikationsspezifische Proto-
kolle, Beads erméglichen reproduzierbar hohe Beladung der Flowcell
(FO)

Schwachen: komplex durch notige Kombination mit ePCR, groBer
Platzbedarf (Gerat, Pre/Post-PCR); teilweise zeitaufwendig; Bead-
produktion zeitlich aufwendig, Automation bisher gering — erst ab
Version 4 automatisierte L6sung fiir Bead-Produktion

Barcoding Starken: aktuell Barcoding mit 16 Barcodes (bis zu 128 Proben pro FC),
Schwachen: bei Mate-Paired kein Barcoding méglich

Positiv: hoch, 15 bis 25 GB/FC, hohe Anzahl kurzer Reads, Barcoding
+ Durchsatz fiihren zu signifikanter Kostenreduktion pro Probe

Negativ: System stellt nur maximal 50bp Reads zur Verfligung

Anwendungsbezogene Vorteile hoher Durchsatz: vorteilhaft fir Resequenzierung (Mutationsanalyse),
Chip-Seq & MeDIP, Transkriptomanalyse/-quantifizierung

kurzer Arbeitsablauf: miRNA, short RNAs, Fragment

kurze Leselange: Detektion kleiner Indels schwierig
kein Paired-End Sequencing

Anwendungsbezogene Limitationen

Verbrauchsmittel Positiv: Oligosequenzen frei verfligbar, Negativ: keine Flexibilitat bei

der Sequenzierungschemie
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— Installation der FlieBzelle erfordert Ubung, dann aber unproblematisch

— Installation der Chemie einfach, einmal zu Beginn des Laufes und bei Barcode oder Mate-
Paired nach Abschluss des BC / ersten Fragmentes
— Lauf-Uberwachung tiber intuitive Software am Gerat oder Uber Webinterface

Bioinformatik teilweise komplexer, da alle Analysen im ,, color space” durchgefihrt
werden, Tools stehen fiir viele Applikationen zur Verfigung, bisher
geringe Kompatibilitdt zu Programmen aus der Open Source Com-
munity

Anschaffungskosten (von-bis) US$ 600.000

ten Beads bestimmt den Durchsatz. Um die von
ABl angegebenen 600 Mio. Beads pro Flielzelle
zu erreichen (Version 3+), missen Beads im
Uberschuss hinzugegeben werden. Eine Uber-
ladung wurde von uns nur bei extrem hohem
Uberschuss beobachtet (Faktor 1,5 bis 2x). Dervon
ABI zur Verfligung gestellte Konzentrationschart
hat sich flr die Quantifizierung als nicht sehr hilf-
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reich erwiesen. Wir nutzen die photometrische
Bestimmung bei 600 nm (NanoDrop).

Die Installation der Laufchemie am Gerat ist
unkompliziert. Seit Version 3+ [auft das System
pro Fragment ohne Austausch von Reagenzien
(bis zu funf Tage). Die Benutzersoftware ist
intuitiv gestaltet. Lediglich die Schritte zum
Laden der FC sind gewdhnungsbeduirftig und

erfordern Ubung,insbesondere die Fokussierung
erfordert einiges an Geduld. Der Verlauf der
Sequenzierung ldsst sich komfortabel tiber die
Instrument Control-Software und mittels eines
per Intranet/Internet zur Verfligung gestellten
,Webinterfaces“ verfolgen.Nach Abschluss des
Laufes stellt das System verschiedene Berichte
Uber die Qualitat des Laufes zur Verfligung.

Zur Qualitatskontrolle des gesamten Arbeits-
ablaufes stehen sogenannte Workflow Analysis
(WFA)-Laufe zur Verfligung. Dies wird von uns
nur bei neuen und modifizierten Bibliothek-Pra-
parationen oder zur Fehlerdiagnose verwendet,
da flr zwei FCs ein Tag Maschinenzeit verloren
geht.In Anbetracht der Kosten pro Probe (25 bis
40 Euro) ist es jedoch ein glinstiges und zugleich
sinnvolles Werkzeug.

Zusammenfassende Betrachtung

Im Vergleich zu anderen Sequenziertechno-
logien verfligt das SOLID 3+-System (liber
einen etwas komplexeren Arbeitsablauf und
benoétigt durch die Trennung von ePCR und
Bibliothekenpraparation mehr Platz. Kritische
Schritte im Arbeitsablauf sind in den zur
Verfligung gestellten Protokollen adressiert.
Nach Etablierung applikationsspezifischer
Arbeitsablaufe ermdoglicht das System einen
erheblichen Durchsatz. Da die Gesamtkosten
pro Fliel3zelle (gegenUlber der Vorversion) nur
wenig gestiegen sind, konnte der Preis pro
GB Sequenz wesentlich reduziert werden.
Durch die Kombination von Barcoding und der
physikalischen Unterteilung der FlieRzelle (in
1, 4 oder 8 Bereiche) konnen aktuell bis zu 128
Proben parallel sequenziert werden. Damit
stellt die SOLID-Plattform eine durchsatzstarke
und zugleich flexible, auf eine Vielzahl von
Applikationen anwendbare Plattform dar.

Ausblick auf SOLiD 4

Mit SOLID 4 erhoht sich gemal3 ABI der Durch-
satz der Plattform und der Preis pro GB wird
weiter signifikant reduziert. Bis zu 500 Mio.
,mappable reads” pro Flieizelle oder 100 GB
pro Lauf (2 FC) sollen zur Verfiigung gestellt
werden. Hervorzuheben gilt es, dass mit dieser
Version endlich auch Paired-End Sequencing
(1x 50 bp und 1 x 25 bp) moglich sein wird. Zur
Beadproduktion wird es eine automatisierte
Losung geben, die den manuellen Aufwand
stark reduziert.

Korrespondenzadresse

Andreas Dahl

Max-Planck-Institute fiir molekulare Genetik
Abteilung Lehrach

Ihnestr. 73, 14195 Berlin

Tel./Fax: +49-(0)30-8413-1517/ -1380
dahl@molgen.mpg.de
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Die Rolle ZEB1-regulierter
microRNAs in der
Metastasenentstehung

Dipl.-Biol. Jorg Schubert, Dr. Ulrich Wellner, Dipl. Mol. Med. Ulrike Burk, Dr. Otto Schmalhofer,
Dr.Simone Brabletz, Prof. Dr. Thomas Brabletz, Molekulare Onkologie, Allgemein- und Viszeral-

chirurgie, Universitatsklinikum Freiburg

Das Gefdhrlichste an bosartigen Tumoren ist ihre Fahigkeit, sich im Kérper auszubreiten und
Metastasen zu bilden. Wir konnten zeigen, dass durch die Repression von microRNAs durch ZEB1
in Tumorzellen des Kolon und Pankreas ein embryonales Migrationsprogramm induziert wird —
die sogenannte epithelial-mesenchymale Transition (EMT). Zusatzlich wird durch die Hemmung
der Expression bestimmter microRNAs der Abbau von Stammezellfaktoren in denselben Zellen
unterdriickt. Somit vereinen diese Tumorzellen Stammzelleigenschaften und die Fahigkeit, sich zu
bewegen. Die daraus resultierenden beweglichen Tumorstammzellen sind vermutlich die Haupt-

quelle von Metastasen.

Mit mehr als 25.000 Todesfdllen pro Jahr ist
das kolorektale Karzinom die zweithaufigste
krebsbedingte Todesursache in Deutschland.
Auf dem vierten Platz der Todesstatistik durch
Krebs folgen Tumore der Bauchspeicheldriise
(Pankreas). Beide Tumorarten haben gemein,
im Anfangsstadium oft unentdeckt zu bleiben,
da betroffene Patienten zu diesem Zeitpunkt
selten tiber Schmerzen oder andere Symptome
klagen. Oft wird der Tumor erst bemerkt, wenn
er bereits Metastasen gebildet hat. Metasta-
sierender Krebs ist die Haupttodesursache bei
soliden Tumoren.

Eine bemerkenswerte Eigenschaft der Me-
tastasen besteht darin, dass sie quasi ein Klon
des Primartumors sind.Eine oder einige wenige

Gut differenzierte Bereiche im
Zentrum des Primartumors

Verlust der epithelialen Differenzierung
an der Invasionsfront

Zellen des Ursprungstumors verdndern ihre
Eigenschaften so, dass sie sich von der Haupt-
tumormasse ablosen und lber das Blut- oder
lymphatische System durch den Korper wan-
dern konnen. Oft erst Jahre spater, siedeln sie
sich in anderen Organen an, proliferieren dort
und bilden erneut einen Tumor mit ahnlichen
Eigenschaften (z.B. mit dhnlichen Differenzie-
rungsgrad) wie der Primartumor (Abb. 1). Das
bedeutet, die Prozesse, die es einer Tumorzelle
ermoglichen zu metastasieren, missen rever-
sibel sein. Im Randbereich — der sogenannten
Invasionsfront—, wo der Tumor invasiv in das
umgebende Gewebe wachst, verlieren die Zellen
ihre epitheliale Differenzierung und den Kontakt
zu den Nachbarzellen - sie beginnen, sich vom

Epithelial differenzierte Metastase

Abb1: Transiente Dedifferenzierung und Redifferenzierung von Tumorzellen wahrend der
Metastasierung. Zu sehen ist ein gut differenziertes kolorektales Adenokarzinom,
gefarbt gegen Cytokeratin 18. An der Invasionsfront geht die epitheliale Architektur
verloren, und Zellen I16sen sich vom Tumor. Die Metastase des Tumors zeigt wieder

epitheliale Differenzierung™.
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Blitzlicht microRNAs

Tumor zu I6sen (Abb.1). Der Verlust der epitheli-
alen Polaritat kann durch extrazellulare Signale
wie das Zytokin TGF-beta ausgeldst werden und
einen eher mesenchymalen Phanotyp induzie-
ren. Man bezeichnet diesen Prozess — analog
zu ahnlichen Vorgangen wahrend der Embryo-
nalentwicklung — als epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) und betrachtet ihn als den
ersten Schritt auf dem Weg zur Metastasenbil-
dung. Bislang konnten bereits einige Transkrip-
tionsfaktoren identifiziert werden, die die EMT
induzieren: zum Beipiel Twist, die Snail-Familie
mit den Mitgliedern Snail und Snail2 sowie
die Zink-Finger-Homoobox-Familie mit ZEB1
und ZEB2'.

Der Fokus unserer Arbeitsgruppe liegt auf der
Erforschung der Rolle des EMT-Induktors ZEB1in
der epithelial-mesenchymalen Transition und
Metastasenbildung.ZEB1 reprimiert eine Vielzahl
von Genen,die flir die epitheliale Differenzierung
wichtig sind —zum Beispiel Zelladhasionsmole-
kiile wie E-Cadherin oder Polaritatsfaktoren wie
Lgl2 — und induziert die Expression mesenchy-
maler Faktoren wie Vimentin2.

Durch die stabile Herabregulierung der
ZEB1-Proteinexpression mittels short-hairpin
(sh)-RNA in dedifferenzierten kolorektalen
und pankreatischen Tumorzelllinien mit me-
senchymalem Phanotyp konnten wir eine
epitheliale Redifferenzierung induzieren, also
eine mesenchymal-epitheliale Transition (MET).
Mit Hilfe dieser shZEB1-Zellklone konnten wir
vergleichende Microarrayanalysen mit kontroll-
transfizierten Zellen durchfiihren und diverse
microRNAs (miR) identifizieren,deren Expression
durch ZEB1inhibiert wird.

Die microRNA-200-Familie

MicroRNAs sind endogene, 17 bis 24 Nukleotide
(nt) lange, nicht kodierende RNAs, die die Genex-
pression durch komplementare Bindung an die
mMRNA spezifisch regulieren kdnnen. MiRNAs
werden zundchst als lange primare Transkripte

(Pri-miRNA) synthetisiert, die im Nukleus durch
die Drosha-Endonuklease in haarnadelformige,
etwa 70 Nukleotide lange Pra-miRNAs prozes-
siert werden. Diese Vorldufer-microRNAs werden
im Zytoplasma vom Dicer-Enzymkomplex weiter
prozessiert,die resultierenden,etwa 22 ntlangen
doppelstrangigen RNA-Stiicke aufgespalten
und ein Einzelstrang in den RISC (RNA-induced
silencing complex) integriert.

Dieser RISC-miRNA-Komplex reguliert die
Expression von Zielgenen durch Bindung der
miRNAs an komplementare Bereiche in der 3'-
nicht-translatierten Region (3’'UTR) der mRNA.
Die mRNA wird dadurch degradiert bzw. die
Translation in Protein inhibierts.

In Zellen mit epithelialem Phanotyp ist vor
allem die miR-200 Familie stark exprimiert, in
dedifferenzierten Zellen mit hohem ZEB1-Niveau
dagegen reduziert. Die miR-200 Familie umfasst
die finf Mitlieder miR-141, miR-200a, miR-200Db,
miR-200c und miR-429, die sich in zwei genomi-
schen Loci auf Chromosom 1 (2003, 200b und
429) und Chromosom 12 (200c und 141) grup-
pieren. Mit Hilfe von Luziferase-Promotorkon-
strukten, Chromatin-Immunoprazipitationen
und EMSAs konnten wir zeigen,dass ZEB1 direkt
die Expression des microRNA-Clusters auf Chro-
mosom 12 reprimiert4. Bracken und Mitarbeiter
konnten auBerdem zeigen, dass dies auch fiir
das andere Cluster der miR-200 Familie zutriffts.
Die flinf miR-200-Familienmitglieder besitzen
sehr ahnliche sogeannte Seed-Sequenzen, liber
welche die microRNAs mit der Ziel-mRNA wech-
selwirken. Die Seed-Sequenz AAUACU der miRs
200b,200c und 429 unterscheidet sich von AA-
CACU der microRNAs 200a und 141in nureinem
Nukleotid. Daher ist es nicht liberraschend,dass
die Familienmitglieder tiberlappende Zielgene
besitzen. Ubereinstimmend mit drei anderen
Arbeitsgruppen konnten wir zeigen, dass ZEB1
und ZEB2 Zielgene der miR-200 Familie sind+¢%.
Somit existiert ein negativer Riickkopplungsme-
chanismus, der entweder zur Stabilisierung der
epithelialen Differenzierung im Zentrum von
Karzinomen oder zur Aufrechterhaltung des
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mesenchymalen Charakters der Tumorzellen
ander Invasionsfront fiihren kann—je nachdem
ob durch Signale von auflen die Expression
der miRNA-200-Familie oder von ZEB1 starker
induziert wird4s.

Umden Einfluss von ZEB1auf den Metastasie-
rungsprozess in vivo zu untersuchen, flihrten wir
orthotope Xenotransplantationsexperimente
in athymischen Nacktmausen mit den stabilen
shZEB1-Pankreas- und Kolontumorzellklonen
durch. Uberraschenderweise wurde durch die
verminderte ZEB1-Expression nicht nur die
Metastasenbildung verlangsamt oder inhibiert,
sondern auch das Tumorwachstum generell
beeinflusst. So wuchs in 48% der Falle Uber-
haupt kein Tumor mehr und die Tumore, die
noch wuchsen, waren deutlich kleiner. (Tabelle
1A). Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass
ZEB1furdie Tumorinitiation wichtigist und eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des Tu-
morstammpzellphanotyps spielen konnte.

Einfluss von microRNAs auf
Tumorstammzell-Eigenschaften

Nach dem Konzept der Tumorstammezellen gibt
es in einem Tumor — dhnlich wie man es aus
Organen wie dem Darm kennt —einige Stamm-
zellen, die den kompletten Tumor (bzw. den
kompletten Darm) mit allen unterschiedlichen
Zelltypen hervorbringen kénnen.

Aktiviert nun eine Tumorstammzelle, bei-
spielsweise durch TGF-beta-Signale aus dem
Tumorumfeld, das seit der Embryonalent-
wicklung langst stillgelegte EMT-Programm,
erlangt diese die Fahigkeit, sich aus dem Tu-
morverband zu l6sen und zu migrieren. Nach
dem von unserer Arbeitsgruppe postulierten
Konzept der , migrating cancer stem cells“sind
diese mobilen Tumorstammzellen verantwort-
lich fiir die Metastasenbildung®.

Tab.1: Tumorwachstum in Abhangigkeit von ZEB1. A. Orthotope Injektion von 10® Tumorzellen in Nacktmause. B. Subkutane Injektion von
Tumorzellen in die Flanken von Nacktmausen (Zahlen stehen fiir Mduse mit Tumor)™©

shZEB1

Durchschnittliches Tumorvolumen (pl) Metastasen

Zelllinie Tumorwachstum
Kontrolle shZEB1 Kontrolle
Pankreas MiaPaCa2 717 3/8 1064 145
Panc1 6/6 4/6 650 180
Kolon SW480 5/7 27 46 0,05
HCT116 4/4 4/4 1360 380

B. Zelllinie

Kontrolle shZEB1
+ _

+ _

++ (+)

Zahl injizierter Zellen

Panc1 ShZEB1
Kontrolle

MiaPaCa2 ShZEB1
Kontrolle

HCT116 shZEB1
Kontrolle
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Blitzlicht microRNAs

EMT und Stammzell-
Eigenschaften an der Invasionsfront

I
I __| ZEB1

Epitheliale Differenzierung 1
im Tumorzentrum 1
miR-200 :
mir-203 L I
mir-183 : —

Abb 2: Modell der Regulation der EMT und epithelialen Differenzierung. ZEB1 und die micro-
RNA-200-Familie reprimieren sich gegenseitig. Dieser Riickkopplungsmechanismus
stabilisiert entweder epitheliale Differenzierung im Tumorzentrum oder den EMT-
Phanotyp an der Invasionsfront. Zusatzlich kontrolliert ZEB1 die Expression von miR-203
und miR-183, die — zusammen mit Mitgliedern der miRNA-200 Familie — die Expression
von Stammzellfaktoren unterdriicken. Das Bild zeigt ein kolorektales Adenokarzinom

gefarbt gegen beta-Catenin™.

Um den Einfluss von ZEB1 auf die tumor-
initiilerenden Eigenschaften zu untersuchen,
injizierten wir verschiedene Zellzahlen der
shZEB1- und shKontroll-Klone je links und
rechts subkutan in die Flanken von Nacktmau-
sen. Rund 10.000 Kontrollzellen, also Zellen
mit hoher ZEB1-Expression, reichten aus, um
ein Tumorwachstum zu induzieren. Dagegen
wuchs bei den Zellen mit verminderter ZEB1
-Expression selbst nach Injektion von 250.000
Zellen kein Tumor (Tab. 1B, S.13). ZEB1 scheint
also notwendig, damit der Tumor wachst, ist
aber nicht hinreichend.

Ein haufig verwendetes in vitro-Modell
fir die Anreicherung und Untersuchung von
(Tumor-) Stammzellen ist die Kultivierung von
Tumorzellen in Suspension als Spharoide unter
serumfreien Bedingungen mit definierten
Wachstumsfaktoren. Unter diesen Kulturbe-
dingungen kénnen nur Stamm- oder Progeni-
torzellen proliferieren und ein Spharoid bilden.
Zellen mit wenig ZEB1 zeigten auch hier eine
verringerte Anzahl potentieller Stammzellenim
Vergleich zu Kontrollzellen.

Die Expression von Zelloberflachenprotei-
nen, die charakteristisch flir die pankreatische
Tumorstammzellpopulation sind, war eben-
falls in den shZEB1-Zellen vermindert. Eine
weitere Eigenschaft von Tumorstammzellen
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ist ihre Resistenz gegen Chemotherapeutika.
Deren Einsatz kann zwar einen Riickgang des
Tumorwachstums bzw. des Tumors bewir-
ken, aber nach einiger Zeit kommt es haufig
zu einem Rezidiv, das agressiver ist als der
urspriingliche Tumor. Unsere Zelllinien mit ho-
her ZEB1-Expression zeigten Resistenz gegen
Gemcitabin (Gemzar), das in der Klinik beim
Pankreaskarzinom am haufigsten verwendete
Chemotherapeutikum. Nach dem Herunter-
regulieren der ZEB1-Expression durch shRNAs
wurden die Zellen sensitiv fur Gemzar®.

Auf der Suche nach einer molekularen Ver-
bindung zwischen ZEB1 und der Stammzell-
biologie entdeckten wir, dass Bmin, ein Protein
das wichtig fur die Selbsterneuerung von
Stammzellen aus verschiedensten Geweben
ist, ein potentielles Target von mindestens
drei verschiedenen, durch ZEB1 regulierten
microRNAs ist: miR-200c, miR-203 und
miR-183. Wir konnten zeigen, das ZEB1 auch
die Expression der miR-203 reguliert und in
der Promotorregion von miR-183 Bindestellen
flr ZEB1 identifizieren.

Transfizierten wir diese microRNAs in die
Tumorzellen mit hoher ZEB1-Expression,
bildeten die Zellen weniger Spharoide. Die
miR-Uberexpression fihrte also zu einer
Verringerung der Stammzelleigenschaften,

und gleichzeitig nahm die Bmi1-Proteinmenge
ab, bei unveranderter mRNA-Menge. Mit
Hilfe von Luziferase-Reporterkonstrukten
der Bmi1-3’UTR konnten wir zeigen, dass die
microRNAs -200c¢, -203 und in geringerem
Mafle mir-183 die Bmi1-Reportergenaktivitat
verringern kénnen und dies durch Mutation
der miRNA-Bindestellen im 3’'UTR verhindert
werden kann. Die Uberexpression der miRNAs
in Zelllinien, die aus humanen Pankreastu-
moren etabliert wurden, hatte die gleichen
Effekte auf die Bmii-Expression und die
Spharoid-bildenden Eigenschaften.

Wir konnten somit zeigen, dass die Expression
von ZEB1und die damit verbundene Repression
der microRNAs miR-141, miR-200c und -203 den
Tumorzellen Stammzelleigenschaften verleiht
unddaruber hinaus durch die Induktion von EMT
die Mobilitat dieser Stammzellen ermdglicht
(Abb. 2). Der direkte Nachweis der Expression
der beteiligten microRNAs in vivo an der Invasi-
onsfront bzw.im Tumorzentrum steht allerdings
noch aus.

Der von uns beschriebene Mechanismus
erweitert das Verstandnis der Metastasen-
entstehung. Die Inhibition von ZEB1 kdnnte
ein vielversprechender Ansatz fir die Entwick-
lung von Therapien flir Tumorerkrankungen
sein.
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Diversitatsbestimmung
von Nukleinsaurebanken
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Nukleinsduregemische mit Komplexitaten von bis zu 10 Sequenzen kommen bereits heute bei
einigen modernen molekularbiologischen Technologien zum Einsatz. Die Bestimmung derart
hoher Diversitaten kann durch den Vergleich mit synthetischen randomisierten Oligonukleo-
tiden als internem Standard (DiStRO) erfolgen. Die Riickschmelzkurve nach Rehybridisierung
gilt hierbei als bester Indikator fiir die Komplexitat, da sich die Kinetiken hoher Diversitdten
deutlich von denen niedriger unterscheiden. Ein direkter Vergleich von Nukleinsdurepools
aus Aptamer-Selektionen zeigt, dass komplexe Populationen ohne aufwendige Berechnungen

mit Hilfe von DiStRO bewertet werden kénnen.

Firdas Verstandnis der allgemeinen Struktur
von Genomen haben neben der photomet-
rischen Bestimmung der GrofRe schon frith
Schmelzpunktanalysen mit anschlieRender
Rehybridisierung nach Britten & Kohne' eine
grundlegende Rolle gespielt. Sie lieferten, be-
vor umfangreiche Sequenzierungen moglich
wurden, wesentliche Informationen Uber die
Komplexitat eines Genoms, also die Anzahl
unterschiedlicher Sequenzen.

Die Geschwindigkeit, mit der ein Einzel-
strang eine komplementare Sequenz findet
und mitihr hybridisiert, wird als Reassoziati-
onskinetik bezeichnet. Die Geschwindigkeit
dieser Reassoziation ist bei Einzelstrang-
kopien niedrig, bei repetitiven Sequenzen
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dagegen hoch. Sie ist proportional zu den
Parametern, die den C t-Wert bestimmen:
der Ausgangskonzentration (C ) einer DNA-
Sequenz und Reaktionszeit (t). Der C t, -Wert
jeder DNA ist bei gleicher Molekiillange und
Renaturierungstemperatur linear propor-
tional zur kinetischen Komplexitat; damit
geht aus einem doppelt so hohen Wert
eine doppelt so hohe Sequenzheterogenitat
hervor.

Urspringlich wurden Anwendungen von
Reassoziations-Assays zur Charakterisierung
von Genomen genutzt. Spater konnten auch
die Komplexitat von cDNA-und syntheti-
schen Nukleinsaurebanken damit bestimmt
werden.
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Abb.1: Abhdngigkeit der Fluoreszenz nach dem Denaturieren der Diversitdt. a. Prinzip des
Verhiltnisses von ausgebildetem Doppelstrang zu resultierender Fluoreszenz durch
SYBR Green in Abhéngigkeit verschiedener Diversitdten (niedrig, mittel und hoch).
b. Messung der Rehybridisierung des Diversitatsstandards durch SYBR Green. oN-20N
entsprechen der Anzahl der jeweiligen randomisierten Basen.
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Blitzlicht Nukleinsaure-Reassoziation
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Abb.2: Messungen der Fluoreszenzanderungen wahrend des Riickschmelzvorgangs.
a. Diversitatsstandard (oN-20N). b. Nukleinsaurepools der Daunomycinselektion aus

den Runden o bis 10 (Ro-R10)

Eine Adaption an moderne real-time-PCR-
Gerate stellt die von Baum et al. publizierte
AmpliC t-Methode* dar. Der Anteil an dop-
pelstrangiger DNA von zuvor amplifizierten
Nukleinsaurepools wird hierbei mit Hilfe
des Farbstoffes SYBR-Green gemessen. Das
Fluoreszenzsignal sinkt durch erstmaliges De-
naturieren der Probe und steigt wahrend des
Rehybridisierens bei geeigneter Temperatur
wieder an. Die Kinetik dieser Rehybridisierung
ist von der Diversitat abhangig. Geringe Di-
versitaten bedingen eine schnelle Rehybidi-
sierung. Dagegen bilden grof3e Diversitaten
nur langsam einen Doppelstrang aus. In der
urspriinglichen Publikation zu AmpliC twurde
eine Bestimmung von T-Zell-cDNA-Bank-
Diversitaten bis zu 10 durch Extrapolation der
erhaltenen Werte aus einer Mischung von 96
verschiedenen Klonen durchgefiihrt.

Da sowohl die urspriingliche Methode als
auch AmpliC t aufwendige Berechnungen
erfordern, liefern diese Verfahren keine
schnellen und augenfallig vergleichbaren
Ergebnisse. Betrachtet man dagegen die Riick-
schmelzkurven nach erneutem Denaturieren
einer zuvor Uber einen ausreichend langen
Zeitraum rehybridisierten Probe, Idsst sich -
abhangig von der Diversitat — ein deutlicher
Unterschied erkennen. Der sichtbare, relative
Vergleich zwischen den Kurven bietet die
Maoglichkeit auf Kalkulationen zu verzichten,
die zudem durch starke Extrapolation auch
Fehler mit sich fihren konnen.

Bei vielen molekularbiologischen Metho-
den, die auf in vitro-Evolution basieren, wie
etwa SELEX3 (engl.: Systematic Evolution
of Ligands by EXponential Enrichment, dt:
Systematische Evolution von Liganden durch
exponentielle Anreicherung), werden heutzu-
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tage hochkomplexe Nukleinsdurebanken mit
einer einheitlichen Lange eingesetzt. Um den
Erfolg dieser zum Teil sehr kosten- und zeit-
aufwendigen Experimente besser abschatzen
zu konnen, bietet sich ein Vergleich der Riick-
schmelzkurven mit jenen eines synthetischen
Diversitatsstandard gleicher Lange an.

DiStRO - Diversity Standard of
Random Oligonucleotides*

Dieser Standard besteht — je nach Lange
der zu vergleichenden Bank — aus einer de-
finierten Anzahl zufalliger Nukleotiden, die
in einer konstanten Sequenz gleichmaRig
verteilt sind. Darlber hinaus sind flankie-
rende Primersequenzen zur gezielten Ver-
vielfaltigung vorhanden. Aus jedem zufallig
eingebauten Nukleotid (N) resultieren vier
verschiedene Sequenzen und damit eine
exponentiell ansteigende Diversitat (D=4"),
je nach Anzahl der variierten Basen. Das
Spektrum von einem Klon bis hin zu 10"
verschiedenen Sequenzen wird durch das
Einfigen von oN (keine variable Position) bis
zu 20N (D=4%°) erreicht.

Denaturieren der Nukleinsauren und an-
schlieBendes Rehybridisieren Uber einen Idn-
geren Zeitraum sorgt — je nach Diversitat und
gewahlter Rehybridisierungstemperatur —fir
die Ausbildung von Homo- und Heteroduple-
xen (siehe Abb. 1a). Das Fluoreszenzsignal der
Rehybridisierung ist charakteristisch fiir jede
Diversitat (siehe Abb. 1b). Weiterhin sind die
Unterschiede beim Riickschmelzen nach der
erfolgten Rehybridisierung deutlicher als die
Profile des vorangegangenen Rehybridisierens
(Abb. 2a).

Konkret wurde die Diversitatsbestimmung
auf die Selektion eines Aptamers gegen
Daunomycins angewendet (Abb. 2a und b).
Dabei zeigte der Vergleich amplifizierter DNA

jeder Selektionsrunde mit dem Diversitats-
standard nicht nur ein deutliches Abnehmen
der Diversitat, sondern auch zu welchem
Zeitpunkt die Selektion erfolgreich beendet
war. Schon nach zwei Runden war die Popu-
lation von urspriinglich 10" auf nur noch 107
Molekiile vermindert. Desweiteren konnte bei
der ersten nachweisbaren Anreicherung von
Bindern in der finften Runde eine Diversitat
von 10° bis 4x10% verschiedener Sequenzen
ermittelt werden. Die Diversitat der letzten
Selektionsrunde entsprach 2N (16), was mit
den Ergebnissen aus Klonierung und Sequen-
zierung Ubereinstimmte.

Fazit

Mit Hilfe des einfach zu synthetisierenden
Diversitatsstandards lassen sich sehr schnell
und einfach unbekannte DNA-Populationen
von einem einzelnen Klon bis zu 10" ver-
schiedenen Sequenzen normieren und
charakterisieren. Riickschmelzkurven von in
vitro-Selektionsrunden kénnen durch Mitfih-
ren des internen Standards schnell und ohne
aufwendige Berechnungen Aufschluss tber
den Erfolg eines Experimentes geben. Weitere
neue und gegenwartig noch kostenintensive
Einsatzgebiete, wie etwa die Hochdurchsatz-
Sequenzierungstechnologie, konnen eben-
falls von der kalibrierten Diversitatsanalyse
profitieren, welche damit generell zu einer
besseren Nutzung von Zeit und Ressourcen
beitragen kann.
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Echtzeitmonitoring des
Gene Silencings von
Zellmigrationsregulatoren

Dr. Markus Greiner und Prof. Dr. Richard Zimmermann,
Abt. fiir Medizinische Biochemie und Molekularbiologie, Universitat des Saarlandes, Homburg

Arzneimittel, die die Zellmigration hemmen, haben sich in zahlreichen praklinischen und klini-
schen Studien als wirksam bei der Beschleunigung der Wundheilung und der Behandlung von
Enziindungskrankheiten erwiesen'. Mit dem Psoriasis-Antikorper Efazulimab (Roche) und dem
Multiple Sklerose-Wirkstoff Natalizumab stehen bereits seit einigen Jahren in Entziindungsin-
dikationen zugelassene monoklonale Antikorpertherapien zur Verfiigung. Seit kurzem werden
erste Migrationsinhibitoren auch in verschiedenen Krebsindikationen klinisch gepriift'. Mittel-
fristiges Ziel ist es, die todliche Metastasierung von Primartumoren zu unterbinden. Der Prozess
der gerichteten Zellmigration umfasst neben der Erkennung extrazelluldrer Signale, zum Beispiel
durch Chemokin-Rezeptoren, das abgestimmte Zusammenwirken zelluldrer Prozesse, wie der
Zellpolaritat, von Integrinen und Selektinen sowie der intrazelluldren Signaliibertragung'2. Bei
Krebs sind neben der Fahigkeit der Krebszelle zur Proliferation, die Migration und das invasive
Wachstum die wichtigsten krankheitsverursachenden Parameter. Wir haben untersucht, welchen
Einfluss das zelluldre Protein X in diversen Krebszelllinien auf deren Fahigkeit zur Migration aus-
ibt. Dazu wurde die Protein X-Expression mit siRNAs gehemmt und die Zellmigration mit dem
xCELLigence RTCA DP Instrument mit CIM-Plate 16 (Abb. 1; Roche Applied Science, Penzberg) in
Echtzeit verfolgt. Unsere Daten belegen, dass Protein Xin allen untersuchten Tumorzelllinien am
Migrationsvorgang beteiligt ist und damit einen Angriffpunkt fiir therapeutische Interventionen
darstellt. Die Resultate bilden die Grundlage fiir weitere Untersuchungen, die auf ein besseres
Verstandnis der molekularen Prozesse abzielen, die der Zellmigration zugrunde liegen.

Zellmigrations-Inhibitoren beeintrachtigen
nicht allein die Fahigkeit einer Zelle, sich in
Richtung bestimmter Gewebe zu bewegen

toren auch Prozesse wie die die Ausschittung
von Mediatoren, die Metastasierung oder die
Angiogenese'. Wir haben ein neues Verfahren

und sich an diese anzuheften. Sie beeinflus-
sen durch ihre Wirkung auf Chemokin-Rezep-
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Abb 2: Mikroskopische Analyse migrierter Zellen nach Anfarbung. Gezeigt sind Methanol-
fixierte und Propidiumiodid-gefarbte Zellen 24, 48 und 72 Stunden nach Aussaat in
24-Well-Platten im BD Falcon FluoroBlok-System. Ein FBS-Gradient (0,5%-10%) wurde
als Attraktans eingesetzt.

getestet, das — im Gegensatz zu den bisher
gangigen Endpunktbestimmungen — die
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Blitzlicht Zellmigration

Abb1: xCELLigence RTCA DP Instrument mit
CIM-Plate 16

dynamische Messung der Zellmigration
unabhangig von Proliferationsereignissen
gestattet.

Zellkultur

T24-, HT29-, MCF7-, TX3868- und HT1080-
Zellen wurden in DMEM-Medium (Gibco)
kultiviert, das 10% fetales Kalberserum (FBS;
Biochrom) und 1% Penicillin/Streptomycin
(PAA) enthielt. H1299-Zellen wurden in
RPMI 1640-Medium (PAA) mit den gleichen
Zusatzen kultiviert. Alle Zellen wurden zur
Kultivierung, wahrend der siRNA-Behandlung
und wahrend der Migrationsassays in Feucht-
Atmosphare bei 37°C und 5% CO,-Sattigung
inkubiert.

Posttranslationales Gene Silencing

Fur das Gene Silencing wurden 1,2 x 105 Zellen
pro Well in 12-Well-Platten sowie 2,4 x 10°
Zellen pro Well in 6-Well-Platten ausgesat.
Die Zellen wurden mit siRNAs transfiziert,
die spezifisch gegen Protein X-mRNA oder
Kontroll-RNA (AllStars Negative Control
siRNA, Qiagen) gerichtet waren. Dabei kam
bei der Transfektion jeweils das HiPerFect
Transfections-Reagens (Qiagen) gemald Her-
stellerangaben zum Einsatz. Nach 24 Stunden
wurde das Medium gewechselt und die Zellen
ein zweites Mal transfiziert.

Zellmigrations-Assay

Die Zellmigration wurde im BD Falcon Fluoro-
Blok-System in 24-Well-Einsatzen getestet.
Zirka 2,5 x 104 PC3-Zellen, die mit Kontroll-
oder Protein X-spezifischer siRNA behandelt
worden waren, wurden in DMEM-Medium
ausgesat, das 0,5% FBS enthielt. Die Einsatze
wurden in DMEM-Medium mit 10% FBS als
Attraktans plaziert. Nach 24, 48 und 72 Stun-
den wurden die Zellen mit Methanol fixiert,
mit Propidiumiodid oder DAPl angefdrbt und
mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
Die Ergebnisse dieses Ansatzes wurden mit
jenen verglichen, die die neue Technik der
Echtzeit-Migrationsiiberwachung auf dem

11. Jahrgang | Nr. 172010 | 17



Blitzlicht Zellmigration

xCELLigence System RTCA DP Instrument mit
CIM-Plate 16 (Roche Applied Science) liefert. In
der CIM-Plate wurden 1,0 x 104 bzw. 2,0 x10*
Zellen, die entweder mit siRNA (spezifisch
oder Kontrolle) oder nicht behandelt worden
waren, in die obere Kammer einer CIM-Plate
16 in das beschriebene Medium jeweilige
Zellinienmedium ausgesat. Die obere Kammer
wurde dann auf die untere Kammer der CIM-
Plate 16 plaziert, welche Wachstumsmedium
enthielt, das mit10% FBS als Attraktans sup-
plementiert oder FBS-frei (Negativkontrolle)
war. Die Zellmigration wurde wahrend eines
Zeitraums von bis zu 18 Stunden liberwacht.

Ergebnisse

Im ersten Versuchsteil testeten wir das Mi-
grationspotenial diverser Tumorzelllinien in

einem Transwell-in vitro-Migrations-Assay. Die
Migration wurde nach 24, 48 und 72 Stunden
durch Zellfixierung mittels Methanol gestoppt
und die Zellen mit Propidiumiodid angefarbt.
HT1o80- und H1299-Zellen wurden nach nur 24
Stunden analysiert, da sich dies in vorangegan-
genen Studien als optimaler Zeitpunkt fiir diese
Zelllinien erwiesen hatte. Nach 24 Stunden
zeigten HT1080-, T24- und TX3868-Zellen ein
hohes Migrationspotential, wie sich durch die
Prasenz zahlreicher angefdrbter Zellen auf der
Unterseite der Membran zeigte. lhre Zahl war
fur T24- und TX3868-Zellen nach 48 oder 72
Stunden sogar noch hoher (siehe Abb. 2, Spal-
te 5-7). Fir PC3-Zellen ermittelten wir anhand
der Zahl der angefarbten Zellen ein mittleres
Migrationspotential nach 24 Stunden, das nach
48 und 72 Stunden anstieg (vgl. Abb. 2, Zelllinie
5). Bei den verbleibenden Zelllinien HT29 und
MCF7 (Abb. 2, Spalte 1-2) wurde nur wenig
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Abb. 3: Echtzeit-Monitoring der Zellmigration mit dem xCELLigence System in Verbindung
mit der CIM-Plate 16. Zirka 1,0 x 104 Zellen wurden jeweils in eine CIM-Plate 16 ausge-
sat und das Migrationsverhalten jeder einzelnen Zelllinie fiir 18 Stunden liberwacht.
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oder gar keine Migration beobachtet. Um die
Ergebnisse zu bestatigen und weitergehende
Informationen Uber die Migrationskinetik zu
gewinnen, testen wir die gleichen Zelllinien
mit dem RTCA DP Instrument mit CIM-Plate
16. Auch mit dem xCELLigence System zeigten
TX3868-,HT1299- und T24-Zellen die schnellste
Migration. In den ersten sechs Stunden beob-
achteten wir bei HT1080- und H1299-Zellen
eine dhnliche Kinetik. In Ubereinstimmung
mit den Resultaten der Endpunktbestimmung
zeigten PC3-Zellen eine intermediare Migrati-
onskinetik, wahrend HT29- und MCF7-Zellen
nicht migrierten und mit der Negativkontrolle
vergleichbar waren (Abb. 3).

Verglichen mit der Endpunktbestimmung
gestattete das Echtzeit-Monitoring der Zellmi-
gration eine wesentlich schnellere Generierung
von Resultaten. Statt nach 72 Stunden Zell-
kultur lagen vergleichbare Ergebnisse bereits
nach 18 Stunden vor. Dariiber hinaus lieferte
die Echtzeitliberwachung der Zellmigration
eine klarere, prazisere Analyse der Kinetik, die
im Gegensatz zur strikten Endpunktanalyse
eine Unterscheidung zwischen Migration und
spater einsetzenden Proliferationseffekten
erlaubte.

Um die Analysen weiter zu optimieren,
wahlten wir die T24-Zellinie, die sowohl in
Endpunktbestimmungen als auch bei Zellana-
lysen in Echtzeit ein hohes Migrationspotential
gezeigt hatte. In diesem System testeten wir,
ob das spezifisch Krebs-assoziierte Protein
X fir die Zellmigration erforderlich ist. Dazu
reduzierten wir die Konzentration des Proteins
in T24-Zellen, indem wir die Krebszellen mit siR-
NAs transfizierten, die spezifisch auf X-mRNA-
Sequenzen abzielten. Erneut verglichen wir die
Ergebnisse der Echtzeit-Migrations-Analyse
mit denen der Endpunktmethode, bei der
die Zahl der DAPI-gefarbten T24-Zellen nach
Migration im BD Falcon FluoroBlok-System
ermittelt wurde (vgl. Abb. 4A). Die Sdulen in
Abbildung 4b zeigen den Anstieg der mit der
RTCA Software berechneten Migrationskur-
ven flr T24-, TX3868-, and HT1o80-Zellen, die
in CIM-Plates 16 analysiert wurden. Bei allen
Zelllinien ging das siRNA-vermittelte Silencing
von Protein X mit einer signifikanten Abnahme
der Migration einher. Dabei war der Effekt in
HT1080- und TX3868-Zellen ausgepragter,
T24-Zellen erschienen dagegen mehrdurch das
Transfektionsprotokoll selbst beeintrachtigt.
Diese herabgesetzte Fahigkeit der T24-Zellen
zur Migration nach Transfektion mit Kontroll-
siRNA konnte ausschlieBlich mit Hilfe des
Echtzeit-Monitorings erfasst werden. Unsere
Daten belegen, das Protein X benotigt wird,
damit Krebszellen migrieren konnen.

Fazit

Der Einsatz einer Echtzeiterfassung der Zell-
migration bot — verglichen mit Endpunktbe-
stimmungen - signifikante Vorteile. Erstens
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Abb. 4: A. Zellmigration nach Gene Silencing. Zirka 2,5 x 104 T24-Zellen (entweder nicht transfi-
ziert, transfiziert mit Kontroll-siRNA oder aber spezifischer Protein X-siRNA) wurden in
24-Well-Einsatze des BD Falcon FluoroBlok-Systems (BD Biosystems) ausgesat. Ein FBS-
Gradient von 0,5% bis 10% wurde als Attraktans eingesetzt. Die Fotos zeigen Methanol-
fixierte, DAPI-gefarbte Zellen nach 48 Stunden Migration. B. Zellen wurden nach dem

die begeistert und das Pipettieren von
Assays, ELISA, DMNA/RMA-Isclationskits,
PCR/Realtime-PCR, Proteinkristallisation,
Screenings, Zellkulturarbeiten uvm. rasant
beschleunigt und enorm vereinfacht

Das muss gefeiert werden.

JUBILAUMSPREIS
statt

€ 12:.€40,-"

nur

gleichen Protokoll wie in A. transfiziertund anschlieBend 1.0 x 104 Zellen in CIM-Plates 16
(Roche Applied Science) 72 Stunden nach der ersten Transfektion ausgesat. Unter Einsatz
des xCELLigence RTCA DP Instrumentes (Roche Applied Science) wurde die Migration von

T24-,TX3868-, and HT1080-Zellen online verfolgt und aufgezeichnet sowie der Anstieg
der Migrationskurve mit Hilfe der RTCA 1.2 Software berechnet (linke Spalte).

war die Methode auf dem xCELLigence RTCA
DP Instrument mit CIM-Plate 16 wesentlich
schneller und mit weniger Arbeitsaufwand
verbunden. Zweitens machte sie Experimente ' S). | mif

- - . bitors as new anti-inflammatory therapies.i Nat. Immu-
zu ldentifizierung und Optimierung des ide- nol., 9: 988-998.
alen Messzeitpunktes Uberflussig. Drittens 2] Weijer CJ. (2009). Collective cell migration in develop-
stellt die Moglichkeit, Messungen der Mig- ment. J Cell Sci., 122: 3215-3223.
ration und der Proliferation zu kombinieren,
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eine direkte Kontrolle dar, die sicherstellt,
dass die herabgesetzte Migrationsfahigkeit
nicht auf eine reduzierte Zellviabilitat zurlck-
zufihren ist.
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Blitzlicht Genomweite Studien

Automatisiertes Sortieren
embryonaler Stadien von

C. elegans

Marlon Stoeckius, Berlin Institute for Medical Systems Biology am Max-Delbriick-Centrum

fiir Molekulare Medizin, Berlin

Caenorhabditis elegans ist einer der wichtigsten Modellorganismen fiir die Erforschung der Em-
bryonalentwicklung. Diese konnte bisher nicht systematisch mit Hochdurchsatz-Methoden unter-
sucht werden, da das Sammeln von groRen Mengen Embryonen gleichen Alters unpraktikabel war.
Dieser Bericht beschreibt eine Methode, eFACS, mit der C. elegans-Embryonen in ihren spezifischen
Entwicklungsstadien in groBen Mengen mit einem Zellsortierer sortiert werden kénnen'. eFACS
ermoglicht damit erstmals Studien zur Embryonalentwicklung mit modernen Hochdurchsatz-
methoden. Wir nutzten das Verfahren, um einzellige Embryonen in diesem Stadium zu sortieren
und verglichen dann das Transkriptom kleiner nicht-kodierender RNAs mit dem von Eizellen und
zwei- bis vierzelligen Embryonen.So haben wir erstmalig Einblicke in die Aktivitdtsdynamik kleiner
RNAs in einem Zeitfenster von etwa 30 Minuten der frithen Embryonalentwicklung gewonnen.

Kurze Zeit nach der Verschmelzung von
Spermium und Eizelle werden diese hoch-
spezialisierten Zellen in eine totipotente Zelle
umgewandelt, die Zygote. Dieser fundamentale
Prozess (Oozyten/Embryo-Transition) umfasst
die Beendigung der zweiten Reifeteilung der
Eizelle (Meiose 1), eine Umstrukturierung des
Proteoms, Transkriptoms und Genoms sowie
die Initiation derersten Zellteilung.In der Eizelle
und der friihen Zygote ist die RNA-Polymerase |
(RNAPII) noch inaktiv. Je nach Spezies wird das
embryonale Genom wahrend des Zweizell- bis
16-Zell-Stadium aktiviert. Die Genprodukte

sind allerdings erst einige Minuten bis Stunden
nach der Initiation der Transkription funktio-
nell*+. Die Reprogrammierung von Eizelle und
Spermium zum totipotenten Embryo wird
daher von Genprodukten kontrolliert und
koordiniert, die aus der Eizelle und/oder dem
Spermium stammen. Dieser Prozess ist somit
besonders fur die Erforschung der posttran-
skriptionellen Genregulation interessant, die
sowohl auf Ebene des Transkripts als auch
auf Ebene des Proteins stattfinden kann. Der
Knock-out oder Knock-down von Schliissel-
proteinen des microRNA-Signalweges fuhrt
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Abb 1: eFACS hat routineméaRig eine Ausbeute von zehntausenden Embryonen mit einer
Reinheit groBer als 98%. A. Scatterplot der ersten Sortierung von einzelligen OMA-1-
GFP-Embryonen. Die GFP-positive Population (3-7%) wird selektiert und sortiert. B. Die
GFP-positive Population hat nach der ersten Sortierung eine Reinheit von 70% und wird
erneut sortiert. Die Reinheit der zweifach sortierten GFP-positiven Population wird dann
durch mikroskopische Untersuchung (C und E) und RT-PCRs untersucht. Diese bestatigen
eine Reinheit von mehr als 98% einzelligen Embryonen. (Bild aus [1], © Nature Methods)

20 | 11. Jahrgang | Nr. 12010

bei Wirbellosen und Wirbeltieren zum frithen
Absterben der Embryonen. Diese und weitere
Forschungsergebnisse der letzten Jahre deuten
darauf hin, dass miRNAs und andere kleine,
nicht-kodierende RNAs eine Schlisselrolle in
der friihen Embryonalentwicklung spielens?.
In der Eizelle und der Zygote sind jedoch die
Populationen kleiner, nichtkodierender RNAs
bisher unbekannt. Genomweite Studien des
Transkriptoms und Proteoms in der Eizelle und
der Zygote versprechen, die mogliche Funktion
der miRNAs bei der Kontrolle der Oozyten/
Embryo-Transition besser zu verstehen.

Der seit den achtziger Jahren untersuchte
Fadenwurm Caenorhabditis elegans ist neben
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und
dem Frosch Xenopus laevis ein vielgenutzter
Modellorganismus in der Entwicklungsbiologie.
Der etwa ein Millimeter groRe Wurm lasst sich
einfach im Labor kultivieren und hat eine kurze
Generationszeit. In seiner Embryonalentwick-
lung sind das Entwicklungsschicksal jeder ein-
zelnen Zelle sowie Hunderte von essentiellen
Genen bekannt®".Dariiber hinaus ist C.elegans
ein besonders gutes Modell fiir die Erforschung
der posttranskriptionellen Regulation in der
frihen Embryonalentwicklung: Experimente
haben gezeigt, dass die RNAPII zwar schon
vom Vierzell-Stadium an transkribiert, die
Genprodukte aber erst nach der Gastrulation
flr den Embryo essentiell werden. Das relativ
kleine (~100 Mbp-)Genom des Wurms — das
erste vollstandig sequenzierte Genom eines
Vielzellers — ist vergleichsweise gut verstan-
den und annotiert. Dartiber hinaus sind viele
molekularbiologische Methoden, wie zum
Beispiel der RNAi-Knock-down sowie die Ex-
pression von Transgenen und Fusionsproteinen,
im Wurm etabliert. Dadurch kénnen Studien
zur Genfunktionen verhaltnismaf3ig einfach
durchgefiihrt werden.

C. elegans kann in groen Mengen mit
wenig Aufwand kultiviert werden, Millionen
von Eizellen und Embryonen mit einfachen
Standardmethoden aus den Wiirmern isoliert
werden. Der Wurm tragt jedoch Embryonen
unterschiedlichen Alters — von der einzelligen
Zygote bis zur schliipfenden Larve mit 558
Zellen.Fur molekulare Analysen der Embryonal-
entwicklung mussten bislang die Embryonen
daher nach Alter und Stadium manuell unter
dem Mikroskop sortiert werden. Mit dieser zeit-
aufwendigen Methode wird aber nur eine ge-
ringe Anzahl von Embryonen erhalten, mit der
nur mikroskopische Untersuchungen, RT-PCR-
Analysen und Expressionsanalysen mit Arrays
durchgeflhrt werden kdnnens.Fiir Studien der
Embryonalentwicklung mit modernen Hoch-
durchsatzmethoden, wie etwa Sequenzierun-
gen des Transkriptoms oder Analysen des kom-
pletten Proteoms mittels Massenspektrometrie,
wird viel mehr Ausgangsmaterial (Protein und
RNA) benotigt. Grob geschatzt braucht man
100.000 Embryonen der jeweiligen Zellstadien
daflir — Mengen, die sich mit herkdommlichen
Methoden nicht erreichen lassen.
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Stadiumspezifisches Sortieren von
Embryonen mittels eFACS

Um dieses Problem zu l6sen, haben wir eine Me-
thode entwickelt, mit der zehntausende Embry-
onen gleichen Entwicklungsstadiums innerhalb
kurzer Zeit mithilfe eines Zellsortierers isoliert
werden konnen (eFACS). Grundvoraussetzung
fuir das Verfahren ist ein Wurmstamm der ein
fluoreszierendes Fusionsprotein exprimiert,
das stadiumspezifisch im Embryo hergestellt
wird. Wir haben eFACS mit einem transgenen
C.elegans-Stamm etabliert, der ein OMA-1-GFP-
Fusionsprotein exprimiert. OMA-1wird in jungen
Eizellen exprimiert und spielt dort im Reifepro-
zess eine Schllsselrolle. Nach der Befruchtung
der Eizelle, wahrend der ersten Zellteilung der
Zygote wird das Protein abgebaut. Im Zweizell-
stadium sind nur noch etwa 10% des Proteins
vorhanden,im Vierzellstadium ist es vollstandig
verschwunden. Diese Eigenschaften ermogli-
chen das spezifische Selektieren und Sortieren
dereinzelligen fluoreszierenden Embryonen mit
einem Zellsortierer.

Eine gemischte Embryonalpopulation besteht
aus etwa 3% bis 7% einzelligen Embryonen.
Diese konnen mit dem Zellsortierer auf etwa
70% angereichert werden. Die etwa 30% Ver-
unreinigung durch altere Embryonen ist fur
sensitive Hochdurchsatzmethoden oft noch
nicht akzeptabel. Um einen hoheren Reinheits-
grad zu erzielen, war es daher notwendig, die
Embryonen ein zweites Mal zu sortieren. Die
erste Zellteilung der C. elegans-Embryonen
dauert etwa 40 Minuten und macht einen
zweiten Sortierschritt unmaoglich, selbst wenn
die Zellteilung durch Kiihlung verlangsamt wird.
Um dieses Problem zu umgehen, fixierten wir
die Embryonen mit Methanol. Diese Fixierung
hat zwei Vorteile: Erstens erlaubt sie mehrere
zeitunabhangige Sortierschritte, und zweitens
werden so Veranderungen des Proteoms und
Transkriptoms minimiert, die moglicherweise
durch das Sortieren hervorgerufen werden.
Aufierdem konnten wir zeigen, dass die Me-
thanol-Fixierung die Isolierung intakter RNA
erlaubt und diese vergleichbar mit der RNA
nicht fixierter Embryonen ist. Ein zweiter Sor-
tierdurchlaufreichert die einzelligen Embryonen
aufmehrals 98% an (Abb.1). Die Sensitivitat des
Zellsortierers erlaubt es darliber hinaus, zwei- bis
vierzellige Embryonen in ausreichender Reinheit
zu sortieren (80% 2-4-zellige-,15% einzellige-,5%
altere Embryonen). Wir konnten mit eFACS rou-
tinemaRig eine Ausbeute von zehntausenden
Embryonen erzielen.

Differentielle Expressionsprofile
kleiner nichtkodierender RNAs

Um die Expressionsprofile der kleinen, nicht
kodierenden RNAs zu messen, isolierten wir mit
eFACS angereicherte einzellige sowie zwei- bis
vierzellige Embryonen. Aullerdem gewannen
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wir mit einer bereits beschriebenen Methode™*
Eizellen aus sterilen Wirmern. Wir ermittelten
in allen Proben die Profile der kleinen, nicht
kodierenden RNAs mittels ultraschneller Se-
quenzierung (Illumina; 5’ ligationsabhangiges
Protokoll). Die Analyse dieser Proben erlaubte
uns erstmals Einblicke in die Aktivitatsdynamik
von kleinen nicht-kodierenden RNAs in einem
Zeitfenster von etwa 30 Minuten der frihen
Embryonalentwicklung.

Vielleicht Giberraschend zeigten unsere Daten,
dass etwa 60% aller bekannten miRNAs in Eizel-
len und in friihen Embryonen exprimiert sind.
Wir beobachteten relativ geringe Unterschiede
in den Transkriptomen der verschiedenen Sta-
dien. Bemerkenswerterweise stellten wir aber
fest, dass die reifen miRNAs des miR-35-Clusters
(MiR-35-miR-41) im Einzellstadium hoher expri-
miert sind als in den Eizellen oder im Zwei- bis
Vierzellstadium. Dies konnte auf eine Prozessie-
rung der pra-miRNA dieses Clusters nach der
Befruchtung der Eizelle hindeuten. AuRerdem
beobachteten wir, dass die Expression von
miR-58 im Zwei- bis Vierzellstadium stark
ansteigt. Dies deutet darauf hin, dass diese
miRNA in diesem Stadium spezifisch prozessiert
wird oder sie eine der ersten neutranskribier-
ten miRNAs ist — miR-58 ist ein Ortholog der
bantam-miRNA, welche in der Entwicklung
der Fruchtfliege Zelldifferenzierungsprozesse
steuert.Neben bekannten miRNAs konnten wir
auch eine Reihe bisher nicht beschriebener miR-
NAs mit einem in unserem Labor etabliertem
Algorithmus (miRDeep™) in den Sequenzierda-
tensatzen identifizieren.

Neben miRNAs beobachteten wir ebenfalls
eine dynamische Expression anderer kleiner,
nicht kodierender RNAs: Unsere Daten zeigen
zum Beispiel einen drastischen Anstieg der
21U-RNAs im Einzellstadium. Die Rolle dieser
kleinen RNAs, welche wie die piRNAs in anderen
Spezies mit PIWI-Proteinen assoziiert sind, ist
in C. elegans bisher unbekannt. Dartiber hinaus
beobachteten wir verschiedene endogene
SiRNAs und 26G-RNAs in den unterschiedlichen
Entwicklungsstadien.

Zusammenfassung und Ausblick

Grundsatzlich kann eFACS fur die Isolierung
grofRer Mengen an C. elegans-Embryonen jedes
beliebigen Embryonalstadiums eingesetzt
werden. Dadurch er6ffnet die Methode das Tor
zur Erforschung der Embryonalentwicklung
mit modernen Hochdurchsatzmethoden. Als
weitere Anwendung sei genannt, dass wir in
Zusammenarbeit mit dem Labor von Matthias
Selbach (MDC) eine neue Methode entwickelt
haben, die es erlaubt, die Aktivitat Tausender von
Proteinen zweier beliebiger C. elegans-Proben
zu quantifizieren. Wir nutzen dieses Verfahren
unter anderem flir Studien des Proteoms der
Oozyten/Embryo-Transistion und der frithen
Embryonalentwicklung. Wir konnten mit dieser
Methode die Expressionsdynamik von etwa

3.000 Proteinen in diesen Stadien messen
und gleichen diese zur Zeit mit mRNA- und
miRNA-Expressionsdaten ab. Damit erhoffen
wir uns,die posttranskriptionellen Vorgange, die
zum Beispiel durch miRNAs reguliert werden,
wahrend der Embryonalentwicklung besser zu
verstehen.
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Hochdurchsatz-Screening
von Wirkstoff- und
Signalweg-Interaktionen

Daniel F. Gilbert, Andreas Jaedicke und Michael Boutros;
Deutsches Krebsforschungszentrum und Universitit Heidelberg

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist eine inzwischen weit angewendete Methode, um die Funktion
von Genen in humanen Zellen und Modellorganismen zu untersuchen. Durch den Einsatz
kleiner doppelstrangiger RNAs kann gezielt die Expression von Genen unterdriickt werden,

um die Auswirkungen auf messbare Prozesse, wie Zellproliferation, Aktivitdten von Signalwe-

gen oder auch Interaktionen mit Wirkstoffen zu bestimmen. Genauer betrachtet ist RNAi ein

zellularer Prozess, bei dem die mRNA durch in die Zelle eingeschleuste, komplement&dre RNAs

zur Degradation durch den RISC-Proteinkomplex markiert wird. RNAi kann zum Abschalten

einzelner Gene eingesetzt werden, die Verfiigbarkeit sehr groBer RNAi-Bibliotheken ermdg-

licht aber zudem, Genom-weit nach neuen Faktoren in Signalwegen oder anderen zelluldren
Prozessen zu suchen'. Die neuen Méglichkeiten des RNAi-Screenings haben zu einer Vielzahl
von Publikationen gefiihrt, die den erfolgreichen Einsatz der Technologie beschreiben. In

diesem Beitrag mochten wir insbesondere auf neue Assays und Auswerteverfahren sowie

den kombinatorischen Einsatz zur Identifikation von Wirkstoff-Signalweg-Interaktionen

eingehen.

Durch den Einsatz von Hochdurchsatz- Scree-
ning-Verfahren werden in kurzer Zeit sehr
viele RNAi-Reagenzien getestet. Die Methoden
ahneln haufig Verfahren, die im Compound-
Screening angewandt werden, weisen jedoch
auch spezifische Unterschiede dazu auf.

Hochdurchsatz-Screening zur Analyse
der Aktivitat von Signalwegen

Zellbasierte Screenings werden in Mikrotiter-
platten mit 384 Vertiefungen durchgefihrt,
in denen jeweils ein eigenes RNAi-Experiment
stattfindet. Gescreent wird mittels automati-
sierter Flssigkeitsdispenser und Pipettierrobo-
ter, die siRNAs und Zellen in Platten vorberei-
ten und automatisiert verarbeiten. Durch diese
Automatisierung konnen ganze Genome inner-
halb weniger Tage durchgemustert werden.
Der Erfolg eines Screens hangt entscheidend
von der Qualitat des entwickelten zellbasierten
Assays ab. Haufig eingesetzt werden Fluores-
zenz- oder Lumineszenz-Reporter-Assays, die
zum Beispiel die Aktivitat von Signalwegen
bestimmen. Multiplex-Screening-Verfahren
erlauben durch den Einsatz von Fluoreszenz-
markern unterschiedlicher Farben die paral-
lele Analyse mehrerer zelluldrer Messgrofen.
Verallgemeinert ldsst sich feststellen, dass die
Assay- Entwicklungsphase eines Hochdurch-
satzscreens ein hohes MaR an Originalitat
und Qualitdtskontrolle erfordert — ein guter
Assay ist Gold wert, werden doch Fehler oder
Kompromisse in der Assay-Entwicklungin den
Screening-Resultaten deutlich sichtbar. Wich-
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Abb1: Schematischer Ablauf von Screening-
Experimenten. Siehe Text fiir die Be-
schreibung der einzelnen Schritte
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tige Parameter bei der Entwicklung sind unter
anderem die Auswahl einer geeigneten Zellli-
nie, das Handling und die Kulturbedingungen
von Zellen, die Minimierung und Optimierung
von Pipettierschritten, die Variabilitat erzeu-
gen, die Identifikation geeigneter Positiv- und
Negativ-Kontrollen und das stringente Austes-
ten der Screening-Bedingungen. Pilot-Screens
mit einer begrenzten Anzahl an Einzelexperi-
menten werden dann durchgefiihrt, um die
Gute des Assays unter moglichst realistischen
Bedingungen zu testen. Die Assay-Qualitat
wird haufig Uber einen sogenannten Z’-Faktor
evaluiert. Allerdings spielen auch weitere
quantitative Faktoren, wie das Signal-Rausch-
Verhaltnis, die Hit-Rate in Pilot-Screens und die
Re-Validierung bekannter Komponenten bei
der Einschatzung eine Rolle. Herausforderung
bei der Optimierung von Assays sind zum
Beispiel die Vermeidung von Rand-Effekten
in Mikrotiterplatten, die Standardisierung
der Kulturbedingungen fiir Zellen vor und
wahrend der Screens und die Eingrenzung der
,biologischen Variabilitat des verwendeten
Assay-Systems.

Ein typischer Ablauf eines Hochdurchsatz
RNAi-Screens (siehe Abb. 1, Schritte 1, 2, 4-6)
sieht soaus, dass siRNAs in nanomolaren Kon-
zentrationen in Mikrotiterplatten vorgelegt
werden. Diese Platten werden fiir langere Zeit
bei —20°C gelagert und bei Bedarf aufgetaut.
Mit Hilfe von Flissigkeitsdispensern (z.B. Mul-
tidrop Combi) wird das Transfektionsreagenz
sowie danach Zellen in geeigneter Dichte zu-
gegeben. Nach zwei bis fiinf Tagen Inkubation
—abhangigvon dem jeweiligen Assay —werden
die Zellen filr das Auslesen prozessiert. Insge-
samt kénnen genomweite RNAi-Screenings
mit mehr 40.000 Messpunkten innerhalb
weniger Tage durchgefiihrt werden.

High-Content-Screening

Screening-Verfahren mit homogenen Assays
- zum Beispiel Lumineszenz-basierte Assays
zur Analyse der Signalweg-Aktivitat oder
zytotoxischer Effekte in RNAi-Experimenten
—haben den Vorteil eines schnellen Abschlus-
ses des Screens, allerdings auf Kosten einer
sehr begrenzten Aufldsung der Phanotypen.
Alternativ lassen sich Zellen nach RNAi durch
spezifische Immunfluoreszenz-Marker an-
farben und tber automatisierte Mikroskopie
visualisieren. Fiir gering aufgeldste Bilder
bieten sich auch Plattenzytometer an, wie der
Acumen Explorer eX3 (TTP LabTech). Dieser mit
bis zu drei Lasern ausgestattete , Plattenscan-
ner” eignet sich gut furr die Multiplex-Analyse
mehrerer Fluoreszenz-Kanale. Eine Zellerken-
nung erlaubt die Bestimmung der Zellzahl und
die Lokalisierung intrazelluldrer Bestandteile.
Gleichwohl erreicht die automatische Mik-
roskopie eine wesentlich hohere Auflésung,
allerdings wird die Phase der Datenakquisition
langer. Genom-weite RNAi-Screenings mit
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+ siRNA | - Wirkstoff

A. Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (20x Objektiv; blau: Zellkern; griin:
Tubulin; rot: Aktin) von Krebszellen. In der oberen Reihe sind untransfizierte Zellen
gezeigt, die jeweils fiir 24 Stunden in DMSO (links) oder in dem Wirkstoff (rechts)
inkubiert wurden. Die Wirkstoffbehandlung induzierte die Bildung multipolarer
Spindeln und hatte ein Absterben der Zellen zur Folge. In der unteren Reihe sind
Zellen dargestellt, die mit einem siRNA-Pool transfiziert wurden. B, C. Schemati-
sche Darstellungen von Wirkstoffinteraktionen mit Signalwegproteinen. Legende:
Protein (O, Proteine eines Signalwege sind durch gleichfarbige Kreise reprasentiert,
weiBe Kreise stellen Proteine dar, die verschiedene Signalwege verbinden), Protein-
Protein Interaktion (=), Wirkstoff (*), inhibitorische Wirkstoff-Protein Interaktion
(-])- B. Ein unspezifischer Wirkstoff hat viele Ziele und inhibiert Proteine mehrerer
Signalwege oder Proteine, die verschiedene Signalwege miteinander verbinden. Sol-
che Wirkstoffe haben auBer der erwiinschten Effekte auch weitere, unerwiinschte
Nebenwirkungen. C. Ein spezifischer Wirkstoff interagiert nur mit einem Signalweg
und greift nicht direkt in benachbarte Signalwege ein. Kombinatorische Experi-
mente konnen spezifische Wirkstoffe identifizieren, auRerdem ist es mit ihrer Hilfe
moglich, die Spezifitat bereits bekannter Wirkstoffe gezielt zu verbessern.

24 | 11. Jahrgang | Nr. 172010

Hilfe hochauflosender Mikroskopie-Verfahren
kénnen sehr leicht mehrere Terabyte an Bild-
daten erzeugen.

Ziel einer gerichteten Datenanalyse muss es
sein, Screening-Rohdaten zu prozessieren
und signifikante ,Hits“ aus Primdrscreens
zu identifizieren. Fir die Analyse wird bei
uns das Softwarepaket cellHTS2 eingesetzt
(siehe auch http://web-cellHTS2.dkfz.de), das
eine vollstandige Verarbeitung von High-
Throughput-Screening-Daten ermoglicht.
Der Vergleich zwischen verschiedenen
Screens lasst Ruckschlisse auf die Spezifitat
der ermittelten Phanotypen zu. Zum Beispiel
zeigen Phanotypen von COPB2 - ein Gen,
das an dem Transport von Vesikeln beteiligt
ist — in vielen verschiedenen Screens Effek-
te, die die essentielle Funktion von COPB2
in verschiedenen Zelltypen belegen (siehe
GenomeRNAi-Datenbank http://rnaiz.dkfz.
de/GenomeRNAI/ genedetails/9276).

Ein Anwendungsbeispiel, das wir hier naher
erlautern mochten, ist der Einsatz genom-
weiter RNAi-Screens zur Identifizierung von
Wirkstoffmechanismen. Fir die Krebstherapie
werden Wirkstoffe entwickelt, die das gezielte
Absterben der Krebszellen zum Ziel haben,
wahrend normale Korperzellen méglichst
wenig angegriffen werden. Ziel ist es haufig,
Gene zu identifizieren, welche die Wirkung
von Therapeutika in Krebszellen verstarken,
um neue Kombinationstherapien zu ermogli-
chen.Wahrend der Wirkstoffbehandlung und
der dadurch induzierten Verwandlung einer
Krebszelle in eine absterbende Zelle erzeugt
jeder Wirkstoff einen charakteristischen Pha-
notyp der in einer veranderten Morphologie
der Krebszelle resultiert. Dieser Phanotyp
kann durch eine Sensibilisierung fur den
Wirkstoff verstarkt werden und ein schnelleres
Absterben der Krebszellen zur Folge haben.
Neben den ,synthetisch letalen” Effekten
auf Krebszellen, ist auch die Unterdriickung
der Wirkstoff-Phanotypen interessant, da sie
Rickschliisse auf mogliche Chemo-Resistenz-
faktoren ermoglichen. Die Entstehung von
Wirkstoffresistenz ist ein Hauptproblem bei
der Behandlung von Krebs. Die ihr zugrun-
deliegenden Mechanismen sind in vielen
Fallen nicht verstanden.RNAi mit kultivierten,
humanen Krebszelllinien in Kombination mit
der Wirkstoffbehandlung kénnen dazu bei-
tragen, diese Mechanismen zu entschliisseln
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und neue Wirkstoff-Target- Interaktionen zu identifizieren34. Die bereits
beschriebenen fluoreszenzmikroskopischen Verfahren dienen hierbei
als Hilfsmittel, um Veranderungen der Zellen zu untersuchen und die
Sensibilisierung fiir Wirkstoffe oder die Entwicklung von Wirkstoffre-
sistenz zu detektieren.

Um in unserem Labor kombinatorische Experimente mit Krebs-
medikamenten und siRNAs im Hochdurchsatz-Format durchfiihren
zu kénnen, haben wir Protokolle etabliert (siehe Abb. 1) und Proof-of-
principle-Studien durchgefiihrt (siehe Abb. 2). Hierfiir wurden Krebs-
zellen mit einem Wirkstoff behandelt und parallel mit selektierten
siRNAs transfiziert. Die Datenanalyse konnte eine Anzahl von Genen
identifizieren, die fur Zielproteine des Wirkstoffs kodieren. RNAi gegen
diese Gene konnte den Wirkstoff-Phanotyp unterdriicken (siehe Abb.
2A) oder eine Resistenz fiir den verwendeten Wirkstoff simulieren.

Experimenteller Ansatz: Proof-of-principle-Studie

Fur die kombinatorische Studie wurde eine Bibliothek aus selektierten
siRNAs in vier Replikaten pro siRNA (Dharmacon) aliquotiert und bei—20°C
biszuihrem Einsatzaufbewahrt (Abb.1,1). Dann wurden die eingefrorenen
siRNAs aufgetaut, mit Transfektionsreagenzien gemischt und jedes
Well mit einer definierten Anzahl an Zellen bestiickt (Abb. 1, 2.). Nach
24 Stunden Inkubation wurden der Wirkstoff und eine Negativkontrolle
(DMSO) in jeweils zwei Wells pro siRNA pipettiert und flr weitere 24
Stunden inkubiert (Abb. 1, 3.). Nun wurden die transfizierten und mit
Wirkstoff oder DMSO behandelten Zellen fixiert, permeabilisiert und
mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern gefarbt um Zellkern, Aktin-
Filamente und Mikrotubuli darzustellen (Abb. 1, 4.). Fir die Analyse der
generierten Bilddaten (Abb. 1, 5.) und die Quantifizierung der Zellmor-
phologie (Abb. 1, 6.) wurde eine in unserem Labor entwickelte Software
verwendet. Die auf diese Weise in numerische Werte tUbersetzten
Bilddaten wurden anschlieBend mit der cellHTS2-Software statistisch
analysiert.

Fazit

Zusammengenommen zeigen die Daten unserer und anderer Studien,
dass kombinatorische Experimente geeignet sind, um neue Wirkstoff-
Protein-Interaktionen zu identifizieren und die Mechanismen der Resis-
tenzentwicklung und Sensibilisierung fur die Wirkstoffbehandlung zu
entschliisseln. Weiterhin hat der kombinatorische Ansatz das Potential,
spezifische Wirkstoffe zu identifizieren, die Selektivitat bereits bekann-
ter Wirkstoffe zu evaluieren und diese gezielt auf eine verbesserte
Selektivitat hin zu modifizieren.

Literatur

[11  Boutros M, Ahringer J. (2008). Nature Review Genetics 9:554-566.

[2]  Boutros M, Bras LP, Huber W. (2006). Genome Biol. 7:R66.

[3] Swanton C, Marani M, Pardo O, Warne PH, Kelly G, Sahai E, Elustondo F, Chang J, Temple J,
Ahmed AA, Brenton JD, Downward J, Nicke B. (2007). Cancer Cell 11:498-512.

[4]  Whitehurst AW, Bodemann BO, Cardenas J, Ferguson D, Girard L, Peyton M, Minna JD,
Michnoff C, Hao W, Roth MG, Xie XJ, White MA (2007). Nature 446:815-9.

Korrespondenzadresse

Prof. Dr. Michael Boutros

Deutsches Krebsforschungszentrum und Universitat Heidelberg
Abteilung Signalwege und Funktionelle Genomik (B110)

Im Neuenheimer Feld 580

D-69120 Heidelberg

m.boutros@dkfz.de

www.dkfz.de/signaling

LABORWELT

Blitzlicht Krebsforschung

R |
Weiler als weil}?

Selbst die weiResten Mikroplatten wurden unter Umstédnden mithilfe von
Fremdstoffen hergestellt, was Auswirkungen auf die Genauigkeit von
Analyseergebnissen haben kann - bei den Mikroplatten von Porvair
Sciences ist dies nicht der Fall. Rufen Sie uns an, senden Sie eine E-Mail
oder besuchen Sie uns unter www.porvair-sciences.com/downloads.php
und fordern Sie Ihre Kopie eines unabhéngigen Artikels und eine Probe
unserer Mikroplatten an, um die Ergebnisse mit Ihrer aktuellen Marke
vergleichen zu kénnen.

pervair .

sciences _._.,Eh‘

Porvair Sciences Ltd
Telephone +44 (0)1372 824290 Email: int.sales@porvair-sciences.com

- einfach und unkompliziert
= glinstige Konditionen

= hohe Multiplikatorenzahl
- Beratungsservice

exklusiv fir den
Life Science und
Biotech Markt

-> Wissenschaftler und
Postdocs

-> Doktoranten, Technische
Assistenz

- Vertrieb und Marketing

-> Spezialisten

Sie finden hier
Jobs fiir

Tel.: 09128/724 32 32
A Fax: 09128/7243233
Mail: jobs@bio-sell.de

www.jobboerse.bio-sell.de
www.bio-sell.de

BIO
SELL

FUR EFFEKTIVES FORSCHEN

11. Jahrgang | Nr. 112010 | 25



Wissenschaft Pathogenomik

RNAI-Screens in der

funktionellen

Pathogenomforschung

Peter R. Braun, Alexander Karlas, André P. Maurer, Thomas F. Meyer, Nikolaus Machuy,
Abteilung Molekulare Biologie, Max-Planck-Institut fiir Infektionsbiologie, Berlin

Infektionen stellen ein permanentes Wechselspiel zwischen Pathogen und Wirt dar. Dabei hingt
insbesondere die Vermehrung von Viren, aber auch vieler Bakterien und Parasiten von den Wirts-
zellen ab. Das durch RNAi-Screens gewonnene Wissen um die Wirtszellfaktoren, von denen die
Pathogenreplikation abhangt, wird zu einem verbesserten Verstiandnis der Infektionsprozesse
beitragen. Der hier vorgestellte Screen nach fiir die Influenza-Virusreplikation relevanten Wirtszell-
faktoren belegt, wie auch entsprechende Arbeiten anderer 3, dass es mit Hilfe von RNAi-Screens
moglich ist, die an parasitdren, bakteriellen und viralen Infektionsprozessen beteiligten Wirtszell-
faktoren zu identifizieren und damit zur Entwicklung innovativer Medikamente beizutragen.

Die RNA-Interferenz (RNAI) hat sich in den ver-
gangenen Jahren als sehr hilfreiches Werkzeug
in der funktionellen Genomanalyse durchge-
setzt4. Bei der RNAI handelt es sich um einen
natirlich auftretenden Mechanismus der
Genregulation und der Infektionsabwehr. Durch
das Einbringen oder die intrazellulare Expression
von 21bis 23 Basenpaaren langen, doppelstran-
gigen RNAs (small interfering RNAs, siRNAs)
flhrt RNAi zum sequenzspezifischen Abbau

von mRNA, der — mit einer gewissen Verzoge-
rung—der Verlust des entsprechenden Proteins
folgt. Somit erhalt man eine Zelle, der genau ein
Protein fehlt. Im Anschluss kann der Einfluss
dieses Proteins bei einem bestimmten Vorgang,
zum Beispiel der Zellteilung, untersucht werden.
Mehrere Eigenschaften der RNAi-Technologie
haben dazu beigetragen, das diese in so kurzer
Zeiteine breite Anwendung in loss-of-function-
Screens fand: Ein hoher Anteil der siRNAs ist

Reverse Transfektion der A549 Zellen mit siRNAs
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Abb1: Der Ablauf des genomweiten Influenza-RNAi-Screens: Rund 60.000 siRNAs wurden
einzeln in A549-Zellen transfiziert und diese Zellen zwei Tage spater — nach Einsetzen
des ,,Gene knockdowns“ — mit HiIN1-Influenza A-Viren infiziert. Die anschlieRende
Virusreplikation wurde 24 h spater mit Hilfe zweier unterschiedlicher Methoden ana-
lysiert: der prozentuale Anteil der infizierten A549-Zellen (Infektionsrate) wurde mit-
tels Immunfluoreszenz quantifiziert. Die Menge an infektiésen Influenzaviren konnte
mittels eines virusspezifischen Luziferasekonstuktes bestimmt werden.
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funktionell, das heift, diese siRNAs kdnnen die
Degradierung der mRNA auslosen. Zudem sind
viele siRNAs hocheffizient. Dadurch gelingtesin
vielen Fallen, Genfunktionen nicht nur partiell,
sondern nahezu vollstandig zu blockieren. Die
Verfligbarkeit von siRNA-Bibliotheken erlaubt
es, genomweite RNAi-Screens durchzufiihren,
was eine umfassende Katalogisierung von
Genfunktionen erméglicht. Voraussetzung fiir
umfangreiche Screens ist allerdings ein hoher
Grad an Automation. Hierbei sind vor allen
Dingen zwei Aspekte von Bedeutung. Zum
einen die Durchfiihrbarkeit an sich: Wahrend
einfache Screens mit Dispensiergeraten zu be-
werkstelligen sind, werden aufwandige Screens
—bei denen zum Beispiel Ubersténde zwischen
Mikrotiterplatten transferiert werden missen
—erst durch komplexere Automationssysteme
moglich. Zudem steigern die Pipettierroboter
die Reproduzierbarkeit der Pipettierungen si-
gnifikant —experimentelle Schwankungen der
Ergebnisse werden deutlich reduziert und auch
moderate Phanotypen verldsslich nachgewie-
sen. SchlieBlich erlauben erst automatisierte
Detektions- und Analysesysteme das Erfassen
und Auswerten grol3er Datensatze.

Automatisierte
Hochdurchsatzmikroskopie

Am Max-Planck-Institut fir Infektionsbiologie
(MPI-1B) wurde das Potential der RNA-Inter-
ferenz fir funktionelle Genomanalysen sehr
friih erkannt und bereits Ende 2001 mit dem
Aufbau einer automatisierten RNAi-Screening-
plattform begonnen. Inzwischen stehen fur
Hochdurchsatz-Screens verschiedene Read out-
Systeme zur Verfligung. So werden zur mole-
kularen Untersuchungvon Infektionsprozessen
vor allem die Durchflusszytometrie, hochauflo-
sende laserbasierte Multitierplatten-Scanner
und die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt.
Letztere spielt als automatisierte quantitative
Hochdurchsatzmikroskopie in Verbindung mit
einer leistungsfahigen Bildanalyse-Software
(Olympus Scan™) eine herausragende Rolle.
Durch spezifische Bildanalyse-Assays kdnnen
viele Parameter getrennt oder miteinander
kombiniert analysiert werden, was eine prazise
Erfassung der biologischen Situation ermog-
licht. Ein einfaches Beispiel ist die Analyse
intrazellularer Chlamydien. Hier wird nicht nur
ein einfaches Fluoreszenzsignal gemessen,
sondern die Anzahl und der jeweilige Durch-
messer jedes einzelnen bakteriellen Einschlus-
ses (Inklusion) bestimmt. Aus der Kombination
der verschiedenen Parameter lassen sich neue
wissenschaftliche Schlussfolgerungen ziehen.
Die Entwicklung oder Anpassung mikroskopi-
scher Assays geht dabei Hand in Hand mit der
Assayentwicklungim Labor, und wie die Assay-
entwicklung im Labor stellt die automatische
Bildanalyse eine Herausforderung dar. Moderne
Analyseprogramme bieten beispielsweise
vielfaltige Moglichkeiten zur Substraktion
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des Bildhintergrundes und zur Verrechnung
von verschiedenen Fluoreszenzkanalen. Eine
intelligente Einbindung der mikroskopischen
Auswertung in die Assayentwicklung lieferte
flrdie von uns durchgefiihrten Screens stabile
und signifikante Datensatze.

Die im Rahmen von genomweiten RNAI-
Screens anfallenden Rohbilder und analysierten
Datensatze konnen sich schnell zu mehreren
Terabyte aufsummieren. Deshalb wurden am
MPI-IB effiziente Datenspeicherungs- und
Backupsysteme eingerichtet. Zudem wurde
parallel zum laufenden Screeningprozess eine
Qualitatsiiberwachung der experimentellen
Kontrollen sowie der Farbungen etabliert, um
Fehler schon wahrend des laufenden Experi-
ments zu finden und zu eliminieren. Insgesamt
kommt damit der mikroskopischen Bildanalyse
eine ahnlich wichtige Rolle zu wie dem biologi-
schen Experiment selbst.

In Zukunft soll am MPI-IB auch eine be-
sondere technische Herausforderung ange-
gangen werden: RNAi-Screens, bei denen
die mikroskopische Analyse fixierter Zellen
durch Live cell microscopy — also die Aufnah-
me von lebenden Zellen tber einen langeren
Zeitraum — ersetzt wird. Vorteil dieses Ver-
fahrens: Veranderungen, die ausschlieRlich
im zeitlichen Ablauf deutlich werden, aber am
Ende des biologischen Prozesses nicht mehr
detektierbar sind, konnen erfasst werden. So
kann etwa das Ausschalten eines bestimmten
Gens zu einem schnelleren Wachstum eines
Pathogens fiihren, ohne dass am Ende des
Infektionsprozesses noch ein Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle feststellbar ist.
Auch Signaltransduktionsprozesse lassen sich
so besser analysieren.

RNAi-Screens

RNAi-Screens dienen verschiedenen Zwecken.
In der industriellen Forschung steht meist die
direkte Identifizierung potentieller Medika-
mententargets im Vordergrund. Im akade-
mischen Bereich dominiert oft das Interesse,
einen bestimmten biologischen Prozess besser
zu verstehen, zum Beispiel die Zellteilung. Die-
ses bessere Verstandnis des Zusammenspiels
mehrerer Faktoren kann ebenfalls dazu dienen,
potentielle neue Targets abzuleiten. Die am
MPI-IB durchgefiihrten Screens dienenin erster
Linie dazu, das Zusammenspiel von Wirt und
Pathogen besserzu verstehen. Hierbeifokussie-
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Abb. 2: A. Beispielbilder fiir Zellpopulationen mit Kontroll- und antiviraler siRNA. A549-Zellen
wurden 48 h vor der Infektion mit siRNAs transfiziert. 5 h nach Infektion wurden die
Zellen fixiert und mit einem Antikorper gegen das virale Nucleoprotein, gefolgt von
einem fluoreszenzmarkierten sekundéren Antikérper gefarbt. (B) Z-scores des RNAi-
Screens Gezeigt sind sowohl die Z-Scores der siRNA-Bibliothek als auch der im Screen
eingesetzten Kontrollen. Die gestrichelten Linien rahmen siRNAs ein, die zu einer
geringeren (hemmende siRNAs) bzw. zu einer gesteigerten Virenreplikation (aktivie-
rende siRNAs) fiihrten. Allstars und siLuci: Neutralkontrollen ohne zellulares Zielgen,
siPLK1: toxische siRNA, siNP: antivirale siRNA (Zielgen: virales Nucleoprotein).

ren wir uns tiberwiegend auf die Identifizierung
von Wirtszellfaktoren, die einerseits fiir die Ver-
mehrung intrazelluldrer Pathogene notwendig
sind, wie etwa von Influenzaviren. Andererseits
interessieren wir uns fir die von Pathogenen
induzierten Signalwege, wie von Helicobacter
pylori induzierte Prozesse des angeborenen
Immunsystems. SchlieBlich analysieren wir
physiologische Verdnderungen, die im Zuge
einer Infektion auftreten. Hier ist zum Beispiel
die Hemmung der Apoptose durch Chlamydia
trachomatis zu nennen.

Die Suche nach virusrelevanten
Wirtszellfaktoren

Erstkirzlich haben wiram MPI-IB einen genom-
weiten siRNA-Screen durchgefiihrt, der bei der
Suche nach neuen Influenzamedikamenten
helfen wird. Die Wirkstoffe, die bisher gegen
Influenza eingesetzt werden, haben namlich
eine entscheidende Schwachstelle: Sie sind alle
gegen virale Proteine gerichtet. Derzeit unter-
scheidet man hier zwischen zwei Wirkstoff-
klassen, den Neuraminidase-Inhibitoren wie
Oseltamivir (Tamiflu) und Zanamivir (Relenza)
und den Amantadinen, die das virale M2-Protein

hemmen. Immer haufiger wird beobachtet,
dass diese Medikamente wirkungslos bleiben,
weil sich das Influenzavirus standig verandert
und schlief3lich die Virostatika nicht mehr an
den viralen Proteinen binden oder deren Funk-
tion nicht mehr vollstandig blockieren kénnen.
Um diese Gefahr der Resistenzbildung bei der
Entwicklung neuer Medikamente zu reduzieren,
wurde in einem genomweiten RNAi-Screen
nach Wirtsszellfaktoren gesucht, ohne die sich
Influenzaviren nicht mehr vermehren kénnen
(Abb. 1). Um realitatsnahe Versuchsbedingun-
gen fur diese sich Uberwiegend im respirato-
rischen Trakt ausbreitenden Viren zu schaffen,
wurde bei diesen Arbeiten eine immortalisierte
humane Lungenepithelzelllinie (A549) einge-
setzt. Diese Ag49-Zellen wurden zundchst mit
siRNAs transfiziert, so dass das entsprechende
Protein nicht mehr in ausreichender Menge
hergestellt werden konnte. AnschlieBend wur-
den die Zellen mit einem HiN1-Influenzavirus
(A/WSN/33) infiziert und einen Tag spater be-
stimmt, ob die Hemmung des jeweiligen Gens
zu einer Reduktion der Virusvermehrung (Abb.
2) gefiihrt hatte. Insgesamt wurden aus 24.000
Genen 287 identifiziert, die an der Virusreplika-
tion beteiligt sind (Abb. 3). Interessanterweise
haben erste Tests mit ausgewahlten Targets
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Abb. 3: A. Die Hochdurchsatz-Fluoreszenz (HDF)-Mikroskopie besteht aus mindestens fiinf
Schritten: Probenvorbereitung, Bildaufnahme, Datenspeicherung, Bildanalyse und Da-
tenauswertung. Um einen reibungslosen Versuchsablauf zu erméoglichen, miissen alle
HDF-Mikroskopie-Schritte aufeinander abgestimmt und automatisiert werden.

gezeigt, dass deren Funktion nicht nur fiir saiso-
nale A(H1N1) Influenza-Stamme, sondern auch
flr die pandemieassoziierten A(HsN1) und die
neuen pandemischen A(H1N1)-Influenzaviren
unabdingbar ist — also fir Viren, die erst vor
kurzem durch Neuanordnung der Influenza-
Gensegmente entstanden sind.

Die gewonnenen Erkenntnisse aus diesem
genomweiten RNAi-Screen konnen nun genutzt
werden, um gezielt chemische Wirkstoffe zu
suchen, die diese Wirtszellproteine inhibieren.
Bisherige Untersuchungen legen nahe, das sol-
che Medikamente gegenuber herkommlichen
Wirkstoffen zwei Vorteile hatten: Wahrend
Viren durch die Mutation einer einzelnen Base
gegen Virostatika, die gegen virale Proteine ge-
richtetet sind, resistent werden kdnnen, wiirde
die Unterdruckung eines fiir die Virenreplika-
tion notwendigen zelluldren Prozesses eine
deutlich hohere Hiirde flr die Virusreplikation
darstellen. Ein antimikrobielles Medikament,
das gegen ein zelluldres Protein gerichtet ist,
kénnte also die Entstehung resistenter Stamme
eindammen. Zudem ist es sehr wahrscheinlich,
dass verschiedene Stamme eines Virus oder
eines anderen Pathogens von ahnlichen zellu-
laren Prozessen abhangen. Daher sollten diese
Wirkstoffe in der Lage sein, auch die Replikation
neuer Influenzaviren zuverldssig zu hemmen.

Ebenfalls denkbar erscheint, neben den che-
mischen Inhibitoren auch die RNA-Interferenz
direkt flr die antivirale Therapie einzusetzen.
Am MPI-IB konnte gezeigt werden, dass die Re-
plikation von Influenzaviren in der Maus durch
gegen virale RNA gerichtete siRNAs gehemmt
werden kann. Um ihre intrazellulare Stabilitat
zu verbessern, wurden diese siRNAs chemisch
modifiziert und zusatzlich mit verschiedenen
Polymeren konjugiert, damit sie besser in die
Zielzellen gelangen. Um zu vermeiden, dass
aufgrund der hohen Mutationsrate der Influ-
enzaviren diese Medikamente ihre Wirksam-
keit verlieren, konnte man auch hier mittels
RNAI die Expression der neu identifizierten
Wirtszellfaktoren inhibieren, anstatt das Virus
selbst anzugreifen.

Hochsicherheitslabor fiir S3-Screens

Bisher konnten RNAi-Screens wie der oben
erlduterte Influenza-Screen in Europa nur
mit Erregern der Risikogruppe 2 durchgefiihrt
werden. Um auch die gefdhrlicheren Erreger
der Risikogruppe 3 bearbeiten zu kdnnen,
wurde am MPI-IB - gefdrdert durch das
Bundesforschungsministerium im Rahmen
des ERA-Nets PathoGenoMics— eine weitere

Abb. 4: Die neue Hochsicherheits-Screeningeinheit am MPI fiir Infektionsbiologie Berlin. In der
Klasse 1l-Einhausung sind ein Plattenhotel und der Pipettierroboter zu erkennen.
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Screening-Einheit aufgebaut. Dieses Hoch-
durchsatzlabor der Sicherheitsstufe 3 (S3) ist in
der akademischen Forschung in Europa bisher
einzigartig und ermoglicht beispielsweise Ar-
beiten mit den Erregern von AIDS, Gelbfieber,
Typhus, Pest oder Tuberkulose. Die Sicher-
heitsbestimmungen, die bei der Einrichtung
befolgt werden mussten, sind dabei speziell
auf gefahrliche Erreger zugeschnitten. So fin-
den alle Arbeiten in einer malgeschneiderten
Klasse Il-Einhausung statt, die im Falle einer
Kontamination samt Pipettierroboter und
Peripheriegeraten mit Wasserstoffperoxid
(VHP-Verfahren) begast werden kann. Diese
Sterilisationsmethode hat den Vorteil, dass
samtliche Erreger abgetotet werden, ohne
dass den Geraten Schaden zugefiigt wird.
Die Screening-Anlage selbst wurde vor allem
in Hinblick auf hohen Durchsatz und hohe
Geschwindigkeit konzipiert. Das Kernstiick
ist ein Pipettierroboter (Biomek FX?, Beckman
Coulter) mit zwei 384-Kanal-Pipettierkdpfen,
der mit verschiedenen Peripheriegeraten wie
automatischen Dispensern und einem Zell-
kultur-Inkubator verbunden ist. Die Kapazitat
gestattet die gleichzeitige Bearbeitung von
knapp 200 Mikrotiterplatten, und damit zum
Beispiel genomweite RNAi-Screens. Bei der Pla-
nung der Anlage wurde aufBerdem auf gro3e
Kompatibilitat zuram MPI-IB bereits bestehen-
den S2-Anlage geachtet. Auf diese Weise ist es
moglich, dass bestimmte Protokolle und Pro-
zesse unter S2-Bedingungen getestet werden,
und erst, wenn ein S3-Erreger ins Spiel kommt,
auf der S3-Anlage weitergearbeitet wird. So
konnen beispielsweise Zellkultur-Parameter
oder Transfektionsbedingungen im S2-Labor
etabliert werden, wahrend erst die Infektion
mit dem Pathogen unter S3-Bedingungen
stattfindet. Als erste Projekte sollen mit Hilfe
der neuen Anlage zum Beispiel Wirt-Pathogen-
Interaktionen bei Infektionen mit Salmonella
typhi oder A(Hs5N1) Influenzaviren untersucht
werden. Neben RNAi-Screens ist auch das
Screening von Mutanten-Bibliotheken oder
auch von chemischen Verbindungen als Wirk-
stoffkandidaten moglich.
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Identifikation von
Targetmolekiilen kleiner
regulatorischer RNAs

Rolf Backofen, Institut fiir Bioinformatik, Universitat Freiburg

Nicht-codierende, kleine RNAs (sRNAs) spielen eine wichtige Rolle in der Genregulation.
Studien an prokaryotischen und eukaryotischen Zellen zeigen, dass diese sRNAs haufig liber
die Paarung komplementarer Basen an mRNA-Zielsequenzen (target mRNA) binden, um die
Expression bzw. Translation der entsprechenden Gene zu regulieren. Die Spezifitat dieser
Interaktionen hangt von der Stabilitat der inter- und intramolekularen Basenpaarungen ab.
Neue Techniken wie das Deep Sequencing identifizieren zwar extrem viele sSRNAs. Da aber
keine Hochdurchsatzmethoden zur Verfiigung stehen, um die zugehdrigen Target-RNAs zu
identifizieren und somit den sSRNAs eine Funktion zuzuschreiben, und weil die experimentellen
Methoden mit groBem Aufwand verbunden sind, ist die rechnergestiitzte Target-Vorhersage,
gefolgt von einer experimentellen Analyse vielversprechender Kandidaten der derzeit
effizienteste Ansatz, Ziel-RNAs zu identifizieren. Allerdings ist auch die rechnergestiitzte
Vorhersage von Targetsequenzen aufgrund der haufig unvollstandigen Sequenzkomple-
mentaritat oft eine Herausforderung. Hier beschreiben wir derzeit aktuelle Methoden zur

Targetsequenz-Vorhersage.

Die aktuellen Methoden zur Target-Vorhersage
basieren auf der Berechnung eines Hybrids
der meist kleinen sSRNAs mit der vermutlich
regulierten Ziel- oder Target-mRNA. Solche
Hybride werden von zueinander komplemen-
taren Abschnitten der sRNA und der Target-
mRNA gebildet. Die verschiedenen Ansatze
zur Target-Vorhersage unterscheiden sich in
der Art, die Komplementaritat zu bewerten,
und hinsichtlich der Anzahl der méglichen
komplementdren Regionen. Im Gegensatz
zur microRNA-Targetsuche werden derzeit
noch wenige Schritte (wie die Bertlicksichti-
gung konservierter Seeds) verwendet, um
geeignete Targets herauszufiltern. Dies liegt
unter anderem daran, dass zum einen weniger

A

Datenvorhanden sind,und zum anderen sRNA-
MRNA-Interaktionen wesentlich flexibler sind
als mMiRNA-mRNA-Wechselwirkungen.Somit ist
es schwieriger, geeignete Merkmale zu finden.

Sequenzbasierte Ansatze

Die einfachsten Modelle zur Bewertung von
Hybriden sind rein sequenzbasiert. Obwohl Me-
thoden wie BLAST? verwendet werden konnen,
um lange komplementare Strange zu finden,
scheint dies hier weniger geeignet, da diese
G-U-Paare ignorieren. Diese Beschrankung wird
aber zum Beispiel durch den GUUGle-Ansatz™
gelost. Der einfachste Modus des Vorhersage-

B

Abb1: A. Biologisch unmdgliche Struktur, die durch Verfahren vorhergesagt werden kann,
die nur die Energie des interagierenden Duplex bewerten. B. Eine nicht-genestete
Struktur, die nicht von Konkatenationsansatzen vorhergesagt werden kann. (aus

Backofen & Hess: RNA Biology 7(1), 2010)
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Tools TargetRNA® ist ebenso sequenzbasiert.
Es hat sich aber schnell gezeigt, dass es wichtig
ist, zusatzlich die Stabilitat des entstehenden
Duplex zu bewerten, da ansonsten Effekte
wie der G-C-Gehalt nicht richtig beriicksich-
tigt werden koénnen. Dazu wird ein Nearest-
Neighbour-Energiemodell® zur Bewertung
des Duplex herangezogen, wie es etwa zur
Berechnung der energiearmsten Faltung ein-
zelstrangiger RNAs verwendet wurde. Eines
der ersten Beispiele flr einen solchen Ansatz
ist RNAhybrid® —auch als RNAduplex im Vien-
na RNA-Package®implementiert-, das fir die
Vorhersage von microRNA-Targets entwickelt
wurde. Etwas spater wurde ein ahnlicher An-
satz im ,TargetRNA*-Werkzeug fir bakterielle
sRNAs verwendet. Bei diesen Ansatzen hangt
die Bewertung eines Basenpaares (i, k) von
dem unmittelbar folgenden Basenpaar (i, k')
ab,wobeiieine Position indermRNA und keine
Position inder sRNAist.Fallsi‘=i+1undk'=k-1
handelt es sich—unter derVoraussetzung,dass
beide RNAs in 5°—3'-Richtung notiert sind—um
eine Anordnung, die energetisch vorteilhaft ist.
Ansonsten handelt es sich um einen internen
Loop,oder Bulge RNAplex® nutzt ein ahnliches
Energiemodell, jedoch wird ein einfacheres
Modell fir die internen Loops verwendet, was
zu einer deutlichen Laufzeitreduktion fuhrt.

Die Vorteile dieser Ansatze liegen in ihrer
geringen Berechnungskomplexitat, in der
Vorhersage realistischerer Interaktionen sowie
in der Moglichkeit, die statistische Signifikanz
eines Hits zu bestimmen. Der Grund hierfir
liegt in der Ahnlichkeit dieser Bewertungsmo-
delle zu lokalen Sequenzalignments. Dadurch
konnen ahnliche Methoden wie im lokalen
Sequenzalignment” zur Bestimmung der
statistischen Signifikanz verwendet werden.
Hierbei wird eine Extremwertverteilung an
eine empirische Verteilung angepasst, die aus
den normalisierten Hybridisierungsscores
zufalliger Sequenzen generiert wird. Im Ge-
gensatz zu lokalen Sequenzalignments muss
hierbei aber Dinukleotid-Shuffling verwendet
werden, da die Verteilung von Dinukleotiden
einen wesentlichen Einfluss auf die Stabilitat
des Duplex hat.

Hauptnachteil dieser Ansatze ist, dass sie
keine intramolekularen Basenpaare bertick-
sichtigen.Dies hat zur Folge, dass Interaktionen
vorhergesagt werden konnen, die biologisch
nicht moglich sind, da die Interaktion durch
eine interne Struktur Gberdeckt wird (siehe
Abb.1a).

Neuere Verfahren berlicksichtigen daher
auch die interne Struktur sowohl der sRNA
als auch der mRNA, wobei es hier zwei grund-
satzlich verschiedene Ansatze gibt. Die erste
Klasse besteht aus einem Zwei-Stufen-Modell,
in dem aus den Ensembleeigenschaften der
beiden RNAs zunachst die Zuganglichkeit
(accessibility) der moglichen Interaktionsbe-
reiche im Ensemble aller internen Strukturen
bestimmt wird. Hierzu wird die sogenannte
Partitionsfunktion benotigt, welche die Sum-
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me der Boltzmann-gewichteten Energie aller
Strukturen R einer Sequenz S darstellt,also:
Z(S)=Z¢ guhturvons €

Hieraus lasst sich mit Hilfe der Formel
E,, = —RT In(Z(S)) die Ensembleenergie berech-
nen. Nun bestimmt man fur jedes Paar von
Positionen i..jdie Partitionsfunktion aller Struk-
turen, in denen die Region i.j frei von interner
Struktur und somit zuganglich ist (siehe Figur
2a). Daraus lasst sich dann die Ensembleener-
gie Es80.) aller Strukturen berechnen, die in der
Region i.j eine Interaktion ausbilden konnen.
Die Energiedifferenz ED(j, j) = E¢) — E_ dieser
beiden Ensembleenergien — im folgenden ED-
Wert genannt — kann als Energie interpretiert
werden, die bendtigt wird, um eine Region
flr eine mogliche Interaktion zuganglich zu
machen.

Energiefunktionen

RNAup* und IntaRNA? verwenden diese Werte,
um sRNA-mRNA-Duplexe mit einer kombinier-
ten Energiefunktion zu bewerten. Die Energie
eines Duplex entspricht dabei der Summe der
Hybridisierungsenergie und der ED-Werte
der beiden Interaktionsregionen (siehe Figur
2b). Hierbei werden die ED-Werte fir alle
moglichen Regionen sowohl in der sRNA als
auch inder mRNA vorberechnet, wobei fir die
mRNA die lokale Faltungsvariante RNAplfolds?
verwendet werden sollte, da eine mRNA keine
globale Struktur ausbildet. Die Berechnung der
modifizierten Duplexenergien wie in RNAup
benétigt einen quadratischen Zusatzaufwand
im Vergleich zu den einfacheren Ansatzen wie
RNAhybrid, was ein genomweites Screening
erschwert. IntaRNA vermeidet diesen Zusatz-
aufwand durch einen heuristischen Ansatz.
Durch die Verwendung sogenannter Seeds
wird jedoch die gleiche Vorhersagegenauigkeit
erreicht.

RNAup und IntaRNA sind in der Lage, struk-
turell komplexe Interaktionen wie zum Beispiel
,kissing hairpins” vorherzusagen — haufig auf-
tretende Strukturen, in denen eine Interaktion
zwischen Haarnadelschleifen der sSRNA und der
mRNA ausgebildet wird. Jedoch sind die beiden
Ansatze auf genau eine Interaktionsregion be-
schrankt. Bakterielle sSRNA konnen indes auch
Mehrfach-Interaktion wie etwa doppelte ,kis-
sing hairpins“ enthalten. Deren Bewertung wird
von einer zweiten Klasse von Ansatzen gelost, in
denen komplette kombinierte Strukturen von
sRNA und mRNA vorhergesagt und bewertet
werden. Die ersten Verfahren hierzu, wie pair-
fold3, RNAcofold® und die Nupack-Methode™
sind sogenannte Konkatenationsansatze. Hier-
bei werden die beiden RNA-Sequenzen unter
Verwendung eines speziellen Linkersymbols
miteinander verbunden. Danach wird eine Vari-
ante der iblichen RNA-Faltungsvorhersage (wie
in Mfold* und RNAfold*) angewandt, um die
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Abb. 2: A. Zuganglichkeit. M6gliche Interaktionsregion sind durch blaue Ovale markiert. B.
Kombinierte Energie eines Duplex. (aus Backofen & Hess: RNA Biology 7(1), 2010)

gemeinsame Struktur vorherzusagen. Hierbei
werden die Loops, die das Linkersymbol enthal-
ten, speziell behandelt, um die korrekte Energie
flr die gemeinsamen Strukturen zu erhalten.
Der Vorteil der Konkatenationsansatze ist ihre
geringe Berechnungskomplexitat sowie die
Tatsache, dass bekannte Verfahren wie die
Berechnung der Partitionsfunktion sowie der
Basenpaarwahrscheinlichkeiten™ tbertragen
werden kénnen. Des Weiteren lassen sich mit
Hilfe der Partitionsfunktion auch quantitative
Parameter wie die Schmelztemperatur bestim-
men. Nachteil der Konkatenationsansatze ist,
dass sie nur gemeinsame genestete Strukturen
betrachten (siehe Abb. 1b). Damit kénnen zum
Beispiel keine ,kissing hairpins“ behandelt
werden.

Daher sind in jlngster Zeit Ansdtze ent-
wickelt worden, die auch nicht-genestete
gemeinsame Strukturen berechnen und somit
komplexere Interaktionen (wie zum Beispiel
die ,double kissing hairpins“ von OxyS-fhlA4)
vorhersagen konnen. Allerdings ist die Kom-
plexitat dieser Verfahren sehr hoch. Das allge-
meine Problem ist sogar NP-vollstandig (unter
der Annahme, dass die Klasse P und NP ver-
schieden sind, was im Allgemeinen akzeptiert,
jedoch bisher unbewiesen ist). Dies bedeutet,
dass in der Praxis jeder exakte Algorithmus
exponentiell viel Zeit benétigt.Jedoch konnten
eingeschrankte Klassen, die eine sogenannte
Zick-Zack-Struktur verschiedener interagie-
render Hairpins verbieten, in polynomialer Zeit
gelost werden. Einer der ersten Ansatze hierbei
wurde im IRIS-Tool vorgestellt?,wobei hier noch
als Bewertungsfunktion die maximale Anzahl
von Basenpaaren verwendet wurde. Alkan et
al." haben dieses Modell dann auf eine realisti-
schere Energiefunktion erweitert.

Beide Ansatze sagen jedoch eine Struktur mit
minimaler freier Energie (MFE) vorher.Jedoch ist
bereits von der Strukturvorhersage fur einzelne
RNAs her bekannt,dass die MFE-Struktur haufig
falschist. Der Standardansatz hierbeiist, die Par-
titionsfunktion zu berechnen. Dies wurde erst-
malig in [10] und unabhangig davon in [15] ge-
|6st, wobei hiermit nun quantitative Werte wie
zum Beispiel die Schmelztemperatur berechnet

werden konnten. In [16] wurden dann mit die-
sem Ansatz Wahrscheinlichkeiten fiir Hybride

definiert und berechnet. Allen diesen Verfahren

ist eine hohe Berechnungskomplexitat gemein,
sodass sie bisher nicht flir genomweite Screens

eingesetzt werden kdnnen.Es sind jedoch in [g,
23,24] erste Schritte unternommen worden,um

die Komplexitat zu reduzieren.
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Computerprogramme
zur Modellierung gen-
regulatorischer Netzwerke

Dr. Hendrik Hache, Dr. Christoph Wierling,

Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Systembiologie-Gruppe, Berlin

Die computergestiitzte Modellierung biologischer Systeme erweist sich als sehr hilfreich und
tragt zum Verstindnis dieser komplexen Systeme bei. Im Rahmen der Systembiologie wurde
bereits eine Vielzahl von Computerprogrammen entwickelt, um biochemische Prozesse zu
modellieren, simulieren und analysieren. Sie helfen bei der Ubersetzung biologischen Wissens
in Modelle und bei der Untersuchung dieser Modelle im Computer. Dies wird unterstiitzt durch
ein breites Spektrum von Simulations- und Analysefunktionen. In diesem Beitrag werden
Computerprogramme vorgestellt, die sich als hilfreich bei der Modellierung kleiner als auch
grolRer biochemischer und genregulatorischer Reaktionsnetzwerke erwiesen haben.

Die computergestiitzte Erstellung und Unter-
suchung von Modellen biologischer Systeme
ist ein wesentlicher Bestandteil der Systembio-
logie'2. Dabei werden Methoden und Techniken
unterschiedlicher Wissenschaftsdisziplinen an-
gewandt,um komplexe Interaktionen in biologi-
schen Systemen systematisch zu untersuchen

sowie qualitative und quantitative Vorhersagen
zu treffen. Modelle werden entwickelt, um das
Verhalten von Systemen—zum Beispiel eines iso-
lierten Signalwegs, einer Zelle oder eines ganzen
Organismus — in silico unter genau definierten
Bedingungen zu untersuchen. Auf Grundlage
dieser Modelle kdnnen Experimente vorgeschla-

Abb 1: Modellierungsstrategie. Ein Modellprototyp kann aus Informationen aus Datenbanken,
Literatur und experimentellen Daten erstellt werden. Auf Grundlage dieses Modells und
von in silico-Experimenten konnen geeignete Validierungsexperimente vorgeschlagen
und diese im Labor durchgefiihrt werden. Die neu gewonnenen Erkenntnisse aus den
zusatzlichen experimentellen Daten kénnen zu einer Verfeinerung des Modells fiihren.
Die Auswertung der zusatzlichen Daten fiihren zu einer Verfeinerung des Modells. Dieser
Zyklus kann mehrmals durchlaufen werden.

LABORWELT

Blitzlicht in silico-Modelling

gen werden, die im Labor in vivo oder in vitro
durchgefiihrt und deren Ergebnisse mit den Vor-
hersagen der Modelle verglichen werden. Diese
Validierungen fiihren zu einer Verfeinerung der
Modelle und zu einem besseren Verstandnis der
biologischen Systeme (Abb.1).

Von besonderem Interesse ist die Regulation
der Genexpression,da diese die Grundlage vieler
zellularer Prozesse ist. Allerdings erweisen sich
die Regulationsmechanismen als sehr komplex,
was sich in Gestalt genregulatorischer Netz-
werke widerspiegelt. Die Genexpression wird
in der Zelle vielschichtig reguliert, nicht nur auf
Transkriptionsebene, sondern etwa auch mittels
chemischer und struktureller Veranderung der
DNA, Steuerung des Transportes und Abbaus der
Transkripte und Proteine,durch alternatives Spli-
cing und durch regulatorische microRNAs. Ein
besseres Verstandnis der Regulationsmechanis-
men kann am besten durch systembiologische
Untersuchungen gewonnen werden.

Anforderungen an Computerprogramme

Die computergestitzte Modellierung und
Simulation biologischer Systeme im Computer
wird erst durch den Einsatz passender Software-
pakete effektiv. Eine eigene Implementierung
einer Modellierungsumgebung ermoglicht eine
optimale Anpassung an die Problemstellung.
Allerdings ist dieser zusatzliche Aufwand oft
nicht notig, da bereits diverse Programme fur
die kinetische Modellierung entwickelt wurden.
Fir die mathematische Beschreibung bioche-
mischer Reaktionssysteme wurde das Format
,Systems Biology Markup Language” (SBML)
entwickelt. Mit diesem speziellen XML-Format
ist der Austausch von Modellen zwischen ver-
schiedenen Programmen moglichs.

Biologische Modelle bestehen aus einer
Vielzahl unterschiedlicher Komponenten, die
ihre jeweiligen Gegenstlicke in der Natur re-
prasentieren, zum Beispiel DNA, Gene, mRNA,
miRNA, Proteine, Metabolite, Enzyme etc.Es gibt
unterschiedliche Moglichkeiten Interaktionen
zwischen diesen Komponenten zu beschreibens.
Sehr verbreitet ist die Beschreibung mit Hilfe
gewohnlicher Differentialgleichungen. Diese
wird von den meisten Computerprogrammen
unterstitzt. Eine abstraktere Beschreibung ist
mit Hilfe logischer Verknipfungen moglich,
wie Boolean-Netzwerke oder Petri-Netze. Diese
Modellierungsarten bieten sich an, wenn nur
diskrete und qualitative Daten fiir die Modellie-
rung zur Verfligung stehen.Im Gegensatz dazu
ist die Simulation einzelner Molekule mit sto-
chastischen Verfahren moglich, allerdings auch
sehr aufwendig. Generell gilt, je genauer die
Natur im Computermodell abgebildet werden
soll, desto mehr Parameter mussen eingeftihrt
werden, die in vielen Fallen experimentell noch
nicht bestimmtwurden und daher abgeschatzt
werden missen.

Modellierungssysteme unterstiitzen den
Nutzer mit vielfaltigen Funktionen bei der
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Tab.1: Ubersicht iiber einige Softwareanwendung fiir die Modellierung, Simulation und Ana-
lyse von biochemischen und genregulatorischen Reaktionsnetzwerken.

Name Simulatoren Analyseverfahren URL
CellDesigner DGL Sensitivitatsanalyse http://www.celldesigner.org
COPASI DGL Bestimmung stationarer http://www.copasi.org
stochastisch Zustande, Stabilitatsanalyse,
Sensitivitatsanalyse, Parameter-
schatzung und Optimierung
PyBioS DGL Bestimmung stationarer http://pybios.molgen.mpg.de
Zustande, Stabilitatsanalyse,
Sensitivitatsanalyse
SynBioSS stochastisch http://synbioss.sourceforge.net
GeNGe DGL Bestimmung topologischer http://genge.molgen.mpg.de

Charakteristika

Modellerstellung, Simulation und Analyse. Es
kénnen ,stand-alone“- und ,Web-basierte"
Programme unterschieden werden. Ein stand-
alone-Programm plus Zusatzpakete muss lokal,
abhangig vom Betriebssystem auf dem Com-
puter installiert und verwaltet werden, auch
Modellierung und Simulation erfolgen lokal.
Dagegen benotigt ein Web-basiertes Programm
oft nureinen funktionierenden Browser. Model-
le werden zentral gespeichert und kénnen so
einer groReren Gemeinschaft zur Verfiigung
gestellt werden. Dieser Ansatz wird von einigen
der hier aufgeflihrten Programme verfolgt. Das
Erstellen komplexer Modelle wird von den Pro-
grammen meist entweder dialogorientiert oder
diagrammatisch unterstiitzt. Das erleichtert
die Modellerstellung und verhindert Eingabe-
fehler. Desweiteren hilft die Visualisierung des
Reaktionsnetzwerks logische Fehler schneller
zu erkennen und fehlende Komponenten und
Interaktionen einfach zu erganzen. Im folgen-
den werden einige Softwarepakete vorgestellt,
die sich als sehr hilfreich bei der Modellierung,
Simulation und Analyse biochemischer und
genregulatorischer Reaktionsnetzwerke erwie-
sen haben.

Softwareanwendungen

CellDesigner ist ein Modellierungs- und
Simulationsprogramm, mit dem intuitiv dia-
grammatisch komplexe genregulatorische und
biochemische Reaktionsnetzwerke gezeichnet
und so in Computermodelle umgesetzt wer-
den konnen. Die graphischen Elemente bio-
logischer Entitaten, wie etwa Gene, Proteine,
Metabolite, Rezeptoren etc. und Reaktionsty-
pen, wie Transkription, Translation, Transport,
Katalyse, Regulation, Abbau, Phosophorylie-
rung etc. folgen der Darstellungsweise der
,Systems Biology Graphical Notation” (SBGN).
Dadurch ist eine standardisierte graphische
Abbildung von Reaktionsnetzwerken moglich.
Der CellDesigner bietet einen integrierten
Simulator an, mit dem die zeitlichen Konzen-
trationsanderungen aller Komponenten auf
Basis eines automatisch erstellten Differential-
gleichungssystems berechnet werden konnen.
Dieim CellDesigner erstellten Modelle kénnen
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als SBMLexportiert und in andere Programme
importiert werden.

Eine weitere Softwareanwendung fir die Si-
mulation und Analyse biochemischer Netzwerke
ist COPASI. Im Gegensatz zu CellDesigner wird
in COPASI die Modellerstellung nicht grafisch
unterstiitzt, sondern erfolgt durch sukzessives
Hinzufligen von Reaktionen in das Modell oder
durch SBML-Import. Der Schwerpunkt des Pro-
grammis liegt auf der Analyse des dynamischen
Verhaltens des Modellsystems durch die Iden-
tifizierung stationarer Zustande und Untersu-
chung deren Stabilitat, der Sensitivitatsanalyse
(z.B. metabolische Kontrollanalyse, MCA) sowie
der Parameteroptimierung und -schatzung auf
Grundlage von Daten. COPASI bietet die beson-
dere Moglichkeit, das System mit gewohnlichen
sowie stochastischen Differentialgleichungen
zu simulieren.

PyBioS dagegen ist eine Web-basierte Anwen-
dung zur Simulation und Analyse biochemischer
Reaktionsnetzwerke. Modelle kénnen, wie bei
den anderen Programmen auch, sukzessiv aus
einzelnen Reaktionen zusammengestellt wer-
den. Zusatzlich bietet PyBioS die Moglichkeit,
einzelne Reaktionen oder ganze Pathways aus
Reaktionsdatenbanken wie KEGG und Reactome
automatisch zu importieren. Dadurch kdnnen
sehr leicht groBe Reaktionsnetzwerke erstellt
und verandert werden. Da insbesondere bei
grolRen Netzwerken die Darstellung uniber-
sichtlich wird, unterstitzt PyBioS eine selektive
Ubersicht von Teilen des gesamten Netzwerks.
Nachdem die Netzwerkstruktur erstellt und
die Kinetiken definiert wurden, konstruiert Py-
BioS ein Differentialgleichungssystem, welches
numerisch gelost wird, um das zeitabhangige
Verhaltenim Kontext des grafischen Netzwerks
darzustellen.Zusatzliche Analysemethoden, wie
etwa die Identifizierung stationarer Zustande
und Sensitivitatsuntersuchung ermaglichen
die genaue Untersuchung des Systems. Auch
PyBioS unterstiitzt den Import und Export von
Modellen im SBML-Format.

Die Synthetic Biology Software Suite (SynBi-
0SS)ist ein kiirzlich entwickeltes Programmpaket
furdie Modellierung und stochastischen Simula-
tion von synthetischen biologischen Netzwerken.
SynBioSS unterstitzt den Benutzer bei dem De-
sign von biomolekularen Interaktionen auf DNA-

Ebene. Modelle konnen mit Hilfe eines Desktop
Simulators oder eines Web-basierten Designers
erstellt werden.Im Designer kénnen genetische
Konstrukte aus BioBricks zusammengesetzt wer-
den—das sind kleine DNA-Konstrukte mit genau
definierten Funktionen. Das Programm verfolgt
also den Ansatz der synthetischen Biologie.
Passende Kinetiken und Parameter konnen aus
einer Wiki-Datenbank den Reaktionen zugewie-
sen werden. Auf Grundlage eines so erstellten
Modells kénnen diskrete oder kontinuierliche
stochastische Simulationen durchgefiihrt wer-
den.SynBioSS bietet die Moglichkeit des Imports
und Exports von Modellen im SBML-Format.

Einen etwas anderen Ansatz bei der Model-
lierung verfolgt der Gene Network Generator
(GeNGe). Diese Web-basierte Anwendung kon-
zentriert sich auf die Modellierung, Simulation
und Analyse genregulatorischer Netzwerke.
Sukzessiv kann dialogorientiert eine beliebige
Anzahl von Netzwerkstrukturen rein zufallig
oder mit Randbedingungen erzeugt werden.
Es wird ein Differentialgleichungssystem er-
stellt, in dem die Transkription der Gene durch
spezielle nicht-lineare Funktionen beschrieben
wird. Die Modelle kdnnen im SBML-Format
exportiert werden und stehen so anderen Pro-
grammen flr weitere Analysen zur Verfligung.
GeNGe unterstiitzt einerseits die Erzeugung
von Benchmarkdatensatzen flr Rekonstrukti-
onsalgorithmen und ermdglicht andererseits
Untersuchungen der Netzwerkstruktur durch
Simulationen spezifischer und unspezifischer
Stérungen des Systems.

Die oben aufgeflihrten Programme zeigen
nur einen kleinen Ausschnitt von Softwarepa-
keten, die fiir die Modellierung, Simulation und
Analyse von biochemischen und genregulato-
rischen Prozessen entwickelt wurdens®. Eine
Ubersicht von SBML-konformen Programmen
wird von der SBML-Gemeinschaft verwaltet’.
Eine Anpassung der Programme an neue Her-
ausforderungen, zum Beispiel die Integration
von heterogenen Daten und die Entwicklung
weiterer Analysemethoden istin den folgenden
Jahren zu erwarten.
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microRNA-Profile
als Diagnosemethode
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Fiir eine Vielzahl an Erkrankungen gibt es trotz intensiver Forschung einen groRen Bedarf an
einer friihzeitigen, nicht-invasiven Diagnostik mit hoher Spezifitdt und Sensitivitat. Biomarker,
die dies versprechen, stammen aus der Gruppe der kleinen, nicht-kodierenden Nukleinsauren: die
microRNAs (miRNAs). Fiir eine groRe Zahl von Erkrankungen wurden bereits differentiell regulierte
microRNAs identifiziert. Als Grundlage fiir diese Analysen diente vor allem Biopsiematerial erkrank-
ten Gewebes. Zunehmend werden microRNAs aber auch in Korperfliissigkeiten detektiert, wie Blut,
Serum oder Urin. Andere Forschungsgruppen und unser Team konnten nachweisen, dass in diesen
peripheren Profilen ein grofRes diagnostisches Potential steckt. Entscheidend fiir unseren Ansatz ist,
dass anstatt einzelner miRNAs eine Gruppe von miRNAs gemessen und komplexe, aussagekraftige

Profile erstellt werden.

Trotz erheblicher wissenschaftlicher Anstren-
gungen wurden flr eine Vielzahl von Erkran-
kungen bis heute keine hochspezifischen
diagnostischen Biomarker gefunden. Dank
neuartiger Hochdurchsatz-Technologien kon-
nen neue Arten von Biomarkern—vor allem auf
Genom-und Transkriptom-Ebene —gemessen
werden, die sowohl fiir eine friihzeitige Diag-
nose als auch die Prognose und die Stratifizie-
rung von Risikogruppen relevant sind.

Eine besonders vielversprechende Klasse
von Markern, die zunehmend an Bedeutung
in der biomedizinischen Forschung gewinnt,
sind kleine nicht-proteinkodierende RNAs,
sogenannte microRNAs (miRNAs). Sie spielen
eine entscheidende Rolle in der Genregu-
lation, indem sie sequenzspezifisch an ihre
Ziel-mRNAs (messenger RNA) binden und
eine Translationsrepression' oder die mRNA-

Degradation bewirken. Bereits Anfang der
neunziger Jahre erschienen die ersten Arbeiten
tber miRNAs. Bis heute sind allein fiir den Men-
schen fast1.000 dieser Molekiile bekannt und
in der miRBase? erfasst—einer der gangigsten
Datenbanken fiir miRNAs.

Fruhe Studien beschaftigten sich hauptsach-
lich mit Gewebeprofilen von miRNAs. Es wurde
gezeigt, dass miRNA-Expressionsprofile nicht
nur hochspezifisch fir Gewebe und Entwick-
lungsstadien sind, sondern auch die molekulare
Klassifikation von Tumoren gestattens. In der
jingeren Vergangenheit ist ein zunehmender
Trend hin zu Hochdurchsatz-Messungen zu
verzeichnen. Dies gilt sowohl flir miRNA-Profile,
die aus Biopsiematerial ermittelt wurden, als
auch fur die zuvor erwahnten ,peripheren Pro-
file", die mittels Blut-, Serum-, oder Urinproben
bestimmt werden. Die bemerkenswerte Se-

Laborwelt Hintergrund

Biomarker Discovery Center Heidelberg

Das Biomarker Discovery Center (BDC)
Heidelberg ist Teil des Biotechnologie-
Spitzenclusters Rhein-Neckar (BioRN). In
einem der vom Bundesministerium fir Bil-
dung und Forschung (BMBF) geférderten Pro-
jekte arbeitet das BDC Heidelberg an neuen
Loésungen zur Identifikation und Validierung
von Biomarkern. Dazu nutzt das BDC innova-
tive Technologien aus dem Bereich der Hoch-
durchsatz-Sequenzierung sowie Microarrays.
In einem weiteren Projekt beschaftigen sich
die Wissenschaft BDC mit der Entwicklung
und Validierung neuartiger miRNA-basierter
Signatur-Arrays fr Tumore.
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rumstabilitat der miRNAs erhoht ihr Potential
als Blut-basierte Biomarker*. Ein CE-zertifizierter
Test, der auf miRNA-Profilen beruht, konnte
somitin Standard-Blutuntersuchungintegriert
werden.

Zur Erfassung von miRNA-Profilen bieten
sich grundsatzlich verschiedene Methoden
an, wie etwa die quantitative Real-Time Poly-
merase-Kettenreaktion (qRT-PCR), das ,Next
Generation Sequencing” und das ,targeted
Next Generation Sequencing”, von denen die
beiden letzteren auch zur Detektion somati-
scher Mutationen von miRNAs geeignet sind.
Zusatzlich sind Microarray-basierte Ansatze
geeignet, die kostenglinstiger sind als die neuen
Sequenziertechniken. Wir haben das Screening
von microRNAs mit Hilfe einer vollstandig auto-
matisierten Microarray-Platform durchgefiihrt,
dem Geniom® Real-Time Analyzer (febit biomed
GmbH, Heidelberg), und die Ergebnisse mittels
gRT-PCR (TagMan®, Applied Biosystems) vali-
diert. Dabei erwiesen sich die vergleichsweise
geringen Kosten der verwendeten Microarray-
Methode, die hohe Reproduzierbarkeit der
Daten und ihr hoher Durchsatz als vorteilhaft.
Pro Tag konnen auf einem Geniom Real-Time
Analyzer acht Profile fiir etwa 1.000 miRNAs in
sieben Replikaten gemessen werden.

Das Ziel unserer Studie war es, durch die
Messung einer groBeren Anzahl an Blutpro-
filen von Patienten mit unterschiedlichen
Erkrankungen sowie von nichterkrankten
Kontrollpersonen unter standardisierten
Bedingungen zu testen, wie spezifisch die
jeweiligen miRNA-Profile eine Erkrankung
anzeigen. Entscheidend fir eine sichere und
diagnostisch aussagekraftige Unterscheidung
zwischen Erkrankten und Gesunden ist es,
Gruppen von miRNAs zu untersuchen, die ein
miRNA-Expressionsmuster ergeben. Denn im
Gegensatz zu einzelnen miRNAs erreichen
die miRNA-Signaturen die flr einen flr diag-
nostischen Assays erforderliche Sensitivitat,
Spezifitat und Genauigkeit>®.

Anhand einer Krebsart, dem Lungenkar-
zinoms, und einer Autoimmunerkrankung,
der Multiplen Sklerose®, haben wir zunachst
Machbarkeitsstudien mit Probenmaterial von
jeweils rund 20 Erkrankten und Gesunden
durchgefiihrt.

Resultate

Fur beide Erkrankungen haben wir unter
Verwendung sogenannter ,Feature Selection*-
Methoden und -Klassifikatoren (Support
Vector Machines(SVM) aussagekrdftige
Resultate erzielt. Fir die Klassifikation von
Lungenkrebspatienten wurden 24 miRNAs fir
eine spezifische miRNA-Biomarker-Signatur
selektiert. Mit dieser miRNA-Signatur wurde
eine Patientenklassifikation mit einer Genau-
igkeit von 95,4%, einer Spezifitat von 98,1%,
und einer Sensitivitat von 92,5% erreicht. Fur
sechs ausgewahlte miRNAs wurde die mittels
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der Microarray-Analyse nachgewiesene diffe-
rentielle Expression durch gRT-PCR validiert.
Dabei zeigte sich mit einem R>-Wert von 0,994
eine sehr hohe Reproduzierbarkeit der miRNA-
Expressionsdaten (Abb. 1).

Fur Multiple Sklerose lief8 sich mit einem
Satz von 48 miRNAs eine Klassifikation der
Patienten mit einer Genauigkeit von 96,3%,
einer Spezifitat von 95% und einer Sensitivitat
von 97,6% gegenuiber einer gesunden Kont-
rollgruppe erreichen (Abb. 2). Beide Machbar-
keitsstudien belegen eindrucksvoll den Mehr-
wert komplexer miRNA-Biiomarker-Profile
gegeniiber einzelnen miRNA-Biomarkern.

Aufgrund der fir Lungenkarzinome und
Multiple Sklerose erhaltenen vielversprechen-
den Ergebnisse haben wir zunachst begonnen,
miRNA-Expressions-Profile fir eine groRe
Anzahlvon Krebsarten und andere Erkrankun-
gen zu erfassen, bevor Untersuchungen mit
groReren Probandenkollektiven durchgefiihrt
werden —darunter Herz-Kreislauf-Erkrankun-
gen, Pankreatitis, Sarkoidose, COPD, Melano-
me, Prostata- und Pankreaskrebs. Bei allen
werden miRNA-Expressionsmuster in Blut
erfasst. Erste Ergebnisse deuten darauf hin,
dass sich flr viele paarweise Vergleiche auch
zwischen verschiedenen Erkrankungen sehr
gute Klassifikationsergebnisse erzielen lassen.
Einige Szenarien zeigten aber auch mogliche
Limitationen der Methode. So lieBen sich die
Entitaten Pankreatitis und Pankreaskrebs nur
mit unzureichender Genauigkeit trennen. Erst
die Untersuchung von Biopsiematerial lie
Rickschlisse auf die jeweilige Erkrankung
des Pankreas bei den einzelnen Patienten zu.
Durch eine gemeinsame Auswertung aller
gemessenen Erkrankungen hoffen wir, zum
ersten Mal eine Aussage treffen zu konnen,
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Abb 1:

Validierung der Microarray-Resultate mittels qRT-PCR. Fiir ausgewahlte, deregulierte

miRNAs wurde eine Validierung mit einer zweiten experimentellen Plattform durchge-
fiihrt. Die x- und y-Achse zeigen die Veranderung auf einer logarithmischen Skala fiir
Microarray und qRT-PCR. Die Messungen wiesen eine ausgezeichnete Korrelation auf;

der R>-Wert lag bei 0,994.

wie spezifisch die jeweiligen miRNA-Profile
sind (Manuskript in Vorbereitung).

Ausblick

Das Potential von miRNAs als diagnostische
Marker wird durch eine zunehmende Zahl an
Pilotstudien untermauert. Weitere Forschun-
gen werden zeigen, in welchem Umfang die
Erfassung von miRNA-Expressionsprofilen
in Blut und anderen Korperfliissigkeiten fir
klinische Diagnosen geeignet sind und als
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Abb 2: A: Boxplot der Klassifizierungsergebnisse. Die blauen Kastchen zeigen die Klassifi-
zierungs-Genauigkeit, -Spezifitiat sowie -Sensitivitat an, basierend auf einem dia-
gnostischen Set von 48 miRNAs. Die roten Boxen zeigen vergleichsweise zufallige
Klassifikationsresultate basierend auf demselben Datensatz. B: Der Logarithmus des
Quotienten aus der Wahrscheinlichkeit eine MS-Patientenprobe zu sein und eine
gesunde Kontrollprobe zu sein, wird fiir jede Kontrollprobe (C) und fiir jede MS-Probe
(M) auf der y-Achse gezeigt. Ist dieser Quotient groRer als Eins, der Logarithmus
entsprechend groRer als Null, ist es wahrscheinlicher, dass es sich bei der getesteten

Probe um einen MS-Patienten handelt.
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Grundlage einer nicht-invasiven Diagnostik
dienen kénnen.

Daruiber hinaus bergen miRNA-Profile die
Moglichkeit, als prognostische Marker zu
dienen und bei einzelnen Patienten bei der
Vorhersage der Wirksamkeit medikamentoser
Behandlungen zu helfen. Nach Zulassung
entsprechend valider diagnotischer Tests
konnten miRNA-Profile einen wichtigen Bei-
trag zur Entwicklung einer ,personalisierten
Medizin“ leisten, die unter anderem darauf
abzielt, auf Basis der individuellen geneti-
schen Ausstattung eine Therapieoptimierung
fiir den einzelnen Patienten zu erreichen.
Hochdurchsatz-Analysen von miRNA-Profilen
aus Gewebe, FFPE (Formalin-fixed, Paraffin-
embedded)-Proben unterschiedlicher Zellty-
pen sowie aus Korperflussigkeiten, wie Blut,
Serum oder Urin, werden zunehmend an
Bedeutung gewinnen und zu einer verbes-
serten Diagnostik sowie zu einem vertieften
biologischen Verstandnis einer Vielzahl von
Erkrankungen beitragen.
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Abwehr biologischer
Gefahren — Medical
Biodefense Conference

Thomas Gabrielczyk, Redaktion LABORWELT

Neue Impfstoffe und Behandlungsstrategien gegen als Biowaffen nutzbare Erreger und
Toxine, deren Identifikation, Typisierung, Detektion sowie Ausbruchsszenarien und neue He-
rausforderungen fiir die Forschung standen im Fokus der 12. Medical Biodefense Conference
Ende Oktober in Miinchen (20. bis 22.10.2009). Uber leere Sile konnte sich der Konferenzvor-
sitzende, Oberstarzt Prof. Dr. Lothar ZélIner, nicht beklagen, dessen Institut fiir Mikrobiologie
an der Sanitatsakademie der Bundeswehr der Wissenschaftsrat bereits 2006 herausragende
Leistungen bescheinigt hatte. Mehr als 300 Experten der militarischen Sanitdtsdienste und
ihrer zivilen Forschungspartner aus 30 Lindern waren in die Ernst-von-Bergmann-Kaserne im
Nordwesten Miinchens gestromt, um sich liber die neuesten Entwicklungen in der Abwehr
von Biowaffen zu informieren. Neben rund 9o Vortrigen und 70 Postern zu zehn Konfe-
renzthemen geschah dies erstmals mittels einer Firmenausstellung, in der Anbieter von
Analysen- und Detektionstechnik, wie MWG Eurofins, Eppendorf, TIB Molbiol oder Senova,
aber auch Vakzine-Anbieter wie Novartis oder Intercell ihre Produkte prasentierten. Ange-
stoBen hatten das Novum die Mitorganisatoren der Tagung von der Deutschen Gesellschaft
fiir Wehrmedizin und -pharmazie, um Forscher und Unternehmen stéarker ins Gesprach zu
bringen und gemeinsame Produktentwicklungen anzuregen.

Die gefuhlte Bedrohung durch Biowaffen
hat sich gewandelt. ,Mit 9/11 und den An-
thrax-Briefen 2001 sind neben verdachtigen
Staaten auch nicht-staatliche Akteure in das
offentliche Bewusstsein gertickt®, erlauter-
te Dr. Volker Beck, Biodefense-Berater des
BundesauBenministeriums, zum Auftakt der
Tagung. Die Informationslage sei allerdings
oft nicht sehr transparent und belastbar. So
hatte sich im Nachhinein so manches Postulat

der neunziger Jahre Uber die 10 bis 15 dama-
ligen ,Schurkenstaaten®, denen die Fahigkeit
zur Entwicklung von Biowaffen zugetraut
wurde, als unrichtig erwiesen. Auch Geriichte
uber die Biowaffenentwicklung durch terro-
ristische nichtstaatliche Organisationen wie
Al-Kaida oder dem Islamischen Dschihad

rissen nicht ab. Auf der Tagung prasentierte
Beck indes Ubersetzungen von Ricin-Herstel-
lungsprotokollen des Dschihad, die deutlich

Abb 1: Internationales Publikum auf der Medical Biodefense Conference an der Sanitatsakade-

mie der Bundeswehr in Miinchen
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belegen, dass die Terrorgruppe derzeit weder
Uber das Know-how noch liber entsprechende
Kapazitaten verfligt, Biowaffen herzustellen
und wirksam zu verteilen. Ahnliches gelte
fur Anthrax-Programme von Al-Kaida. Die
Fahigkeit, Biowaffen zu entwickeln, liege
demnach derzeit klar bei staatlich gestiitzten
Programmen. Gleichwohl seien Bioverbre-
chen moglich, wie die Anthrax-Briefe von
2001 gezeigt hatten. Dies habe laut Beck die
offentliche Diskussion tber den Missbrauch
biologischer Agenzien aufleben lassen, ins-
besondere Uber die Veroffentlichung daftr
kritischer Publikationen und neue Technologi-
en mit Missbrauchspotential. Zugleich haben
die USA ihr Budget fur die zivile Biodefense-
Forschung von 2001 bis heute auf 6 Mrd. US-$
verzehnfacht. Wichtig sei es, dass in Feldern
wie der Nanobiotechnologie und der Bionano-
technologie sowie der Synthetischen Biologie
neben staatlichen Regelungen auch Forscher
und Unternehmen aktiv daran mitwirkten,
einen Missbrauch zu verhindern. Gerade die
Synthetische Biologie habe seit der Rekonst-
ruktion des Polioerregers 2002 kontinuierliche
Fortschritte gemacht, sagte Beck am Rande
der Tagung, und konne binnen der ndchsten
20 Jahre biowaffentaugliches Material in
neuer Qualitat hervorbringen.

Aktuell spielen Bioverbrechen in Deutsch-
land allerdings keine Rolle, erlauterte Bern-
fried Seiwert vom Bundeskriminalamt in
Wiesbaden in seinem Vortrag. Pro Jahr wiir-
den dem Bundeskriminalamt weniger als 10
Falle bekannt.

Allerdings flihre Bioterrorismus bereits zu
deutlichen Einschrankungen der Forschungs-
freiheit und beim Zugang zu biologischen
Materialien, erklarte Stef Sienstra vom 1-Cl-
MIC-Batalion der koniglich-niederlandischen
Armee. Um strikten gesetzlichen Regelungen
zuvorzukommen, die die Zusammenarbeit
in den Life Sciences weiter einschrankten,
seien deshalb Selbstverpflichtungsregelun-
gen von Forschung und Industrie von grof3er
Bedeutung.

Prévention und Epidemiologie

Lebensmittel als potentielle Ziele von Atta-
cken mit Mikroorganismen oder Toxinen sind
derzeit weit von einer systematischen globa-
len Uberwachungentfernt. Derzeit dauere die
Identifikation von Lebensmittelpathogenen
zwischen zwei und sechs Wochen, erklarte
Prof. Dr. Andreas Hensel vom Bundesinstitut
flr Risikobewertung (Berlin). Auf der Tagung
stellte er ein BMBF-gefordertes Netzwerk
aus 26 Partnern vor, das sich eine schnellere
Notifikation sowie die Entwicklung von Hoch-
durchsatzsystemen zur Detektion gefahrli-
cher biologischer und chemischer Agenzien
entlang der Produktions- und Logistikwege
zur Aufgabe gemacht hat. Erstmals soll auch
aufder Basis zuvor ermittelter Daten ein Mo-
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dell entwickelt werden, das voraussagt wie
Pathogene aufverschiedenen Lebensmitteln
wachsen. Die Daten wollen die Forscher in
eine Datenbank einflieBen lassen, die kiinftig
Frihwarnungen bei entsprechenden Konta-
minationen ermdglichen sollen.

Neue Entwicklungen in
der Impfstoffforschung

Zahlreiche Tagungsbeitrage an den zwei
Konferenztagen drehten sich um die Er-
kennung, Rickverfolgung, Typisierung und
Bekampfung beziehungsweise Pravention
gefahrlicher Pathogene des sogenannten
Dirty Dozens sowie entsprechender Toxine.

Abb. 2: Freisetzung filamentoser Ebolaviren
(rot) aus Verozellen.

Breiten Raum nahm dabei die Vorstellung
militarisch relevanter Impfstoffe ein — fur
zahlreiche biopharmazeutische Unternehmen
ein wichtiger Geschaftszweig.

Neben bekannten Ansatzen, wie Baxtersin
Verozellen hergestellte pandemische Grippe-
impfstoffe auf Basis inaktivierter Viruspar-
tikel oder Intercells (Wien) im vergangenen
Jahr zugelassene Vakzine gegen Japanische
Enzephalitis (JE), wurden auch Impfstoffstra-
tegien in friherem Entwicklungsstadium
vorgestellt.

Remy Teyssou (Sanofi-Pasteur, Lyon) pra-
sentierte Daten zu einer seit dem Jahr 2000
entwickelten Lebendvakzine auf Basis atte-
nuierter Viren, die gegen die vier Serotypen
des Denguefiebers schiitzen soll. Mit nach
WHO-Schatzungen 230 Millionen Infizierten
pro Jahr ist das Fieber nicht nur ein Problem
von Truppen, die in den Tropen stationiert
sind. Denn die meisten der 20.000 Opfer der
hamorrhagischen Komplikation des Fiebers
pro Jahr, flir das bislang kein Tiermodell exis-
tiert, sind Kinder. In Phase I-Tests an insge-
samt 318 Teilnehmern mit dem attenuierten
Impfvirus, das die Envelope-Proteine und
Replikationsgene exprimiert, beobachtete
Sanofi eine Seroprotektionsrate von 63% bis
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100% nach drei Impfungen. Seit Februar 2009
wird die Wirksamkeit des Impfstoffes an
4.000 Kindern in Thailand erprobt.

Auf groRes Interesse stief8 auch die Vor-
stellung der ersten in Primaten gegen ha-
morhagische Arena- und Filoviren wirksamen
Vakzine durch eine US-kanadische Gruppe
um Ute Stroher. Eine Lebendvakzine gegen
den Zaire-Subtypus des hamorrhagischen
Ebolavirus, die Cymomolgus-Makaken 28
Tage vor Administration einer ansonsten
todlichen Virusdosis erhielten, schitzte
diese vollstandig. Ihre Wirksamkeit hatte
die Vakzine auf Basis des VSV-Virus, der
wahlweise die Glykoproteine des Ebola- und
Marburgvirus sowie des Erregers des Lassa-
fiebers exprimiert, bereits in Nagermodel-
len gezeigt. Auch mit Ebola infizierte Tiere
schitzte die Vakzine. Immerhin 50% der mit
dem Filovirus infizierte Makaken Uberleb-
ten die Injektion einer ansonsten todlichen
Virusdosis, sofern 20 bis 30 Minuten nach
der Infektion geimpft wurde.Keiner der mit
dem Marburgvirus infizierten Primaten ent-
wickelte nach entsprechender Vakzinierung
klinische Symptome. Dies er6ffne erstmals
eine Behandlung von medizinischem Perso-
nal, das sich versehentlich infiziert hat oder
von Betroffenen absichtlich herbeigefiihrter
Krankheitsausbriiche.

Novartis Vaccines stellte in Minchen
Fortschritte bei der Entwicklung seiner SMIP
(small molecule immune potentiators)-Platt-
form vor. SMIPs lassen sich als Adjuvanzien
sowie als immunmodulatorische Wirkstoffe
gegen Biowaffen und immunologische
Erkrankungen einsetzen. Die TLR(Toll-like
Rezeptor)-Agonisten werden derzeit in Tier-
modellen der biologischen Sicherheitsstufen
3 bzw. 4 gemeinsam mit dem US-AMRID, dem
Mikrobiologie-Institut der US-Armee, gegen
Anthrax und Ebola getestet. Dabei ist die
Entwicklung synthetischer TLR7-Agonisten,
die eine starke Zytokinantwort induzieren,
am weitesten fortgeschritten.

Typisierung und Identifikation
von Bioagenzien

Typisierungsmethoden, um natirliche von
absichtlich herbeigefiihrten Krankheitsaus-
briichen zu unterscheiden, wurden in Min-
chen fir so verschiedene Bioagenzien wie
Bacillus anthracis, Francisella tulariensis und
Yersinia pestis, den Erreger des Q-Fiebers Co-
xiella burnettii, den Fleckfiebererreger Coxiella
burnettivorgestellt. Dass Methoden wie der
Multi Locus Tandem Repeat Assay (MLVA),
die PCR und die sequenzierungsbasierte SNP-
Detektion bei der exakten Identifizierung und
geographischen Zuordnung gefahrlicher Bioa-
genzien wie Bacillus anthracis helfen konnen,
illustrierte Anthrax-“Chief Investigator” Paul
Keim (Center of Microbial Genetics and Geno-
mics, Flagstaff, USA) eindruckvoll am Beispiel

Abb. 3: Containment-Ausriistung auf der
begleitende Ausstellung.

der Anthrax-Briefe. Gro8e Zukunftsaussich-
ten bescheinigte der international renom-
mierte Experte bei weiter sinkenden Kosten
den Next-Generation-Sequencing-Verfahren.
Verschiedene Sprecher gingen auch auf die
Detektion von Fragmentlangen-Polymorphis-
men mittels Pulse Field-Gelelektrophorese
(PFGE) ein, mit der sich die Genotypen von
Yersinia pestis-lsolaten oder der Tularamie-
Erreger Francisella tulariensis exakt unter-
scheiden und geographisch zuordnen lie3en.
Eine Verbesserung der Typing-Methoden hat
sich laut Mats Forsman (Universitat Umea) ein
Verbund von 12 Staaten zur Aufgabe gemacht.
Ziel des European Biodefense Laboratory
Network ist es, eine Datenbank mit hochauf-
geldsten Typisierungsdaten aufzubauen, die
bei der sicheren Identifikation von B-Waffen
helfen soll.

Detektion und Diagnose

Technische Losungen, um die identifizierten
Biomarker mit feldtauglichen Analysengera-
ten, Schnelltests oder sogar bloBem Auge zu
identifizieren, stellten zahlreiche Unterneh-
men vor. Einen robusten Macroarray auf dem
verschiedene immobilisierte Sonden charakte-
ristische PCR-Amplicons von Pathogenen durch
eine Pazipitationsreaktion mit Farbumschlag
anzeigen, stellte etwa die Berliner Chipron
GmbH vor. Den Prototypen einer neuen drei-
dimensionalen Immunfiltrationsmethode
zur Detektion von Bioagenzien in komplexen
Pulvern prasentierte die Senova GmbH aus
Jena. Die Mikrosaule ermdglichte die Detekti-
on von nur 5 ng Material und wird derzeit fir
diverse Pathogene mafigeschneidert. Auch
FISH-basierte Verfahren wurden prasentiert.

Von den Tagungsteilnehmern wurde das
Meeting durchweg positiv beurteilt. Das
nachste Update zur Bioabwehr ist in zwei
Jahren geplant.
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England — offen fiir
alternative Karrierewege

Dr. rer. nat. Claudia Pfander, Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton, chio@sanger.ac.uk

Nach Abschluss meiner Promotion wollte ich
gerne in das Gebiet der Malaria-Forschung
wechseln. Neben dem rein wissenschaft-
lichen Interesse war es ein optimaler Zeit-
punkt, an der raschen Entwicklung in diesem
Feld teilzuhaben. Die vermehrte finanzielle
Forderung in diesem Bereich, die Veroffent-
lichung des Plasmodium-Genoms und ein
starker technologischer Fortschritt haben
hier in den vergangenen Jahren neue Mog-
lichkeiten ero6ffnet. GroRbritannien ist ein
bedeutendes Zentrum der Malaria-Forschung,
und in London sind gleich mehrere Labore
auf diesem Gebiet aktiv. Deshalb habe ich
urspriinglich dort als Post-Doc am Imperial
College begonnen. Firr einen temporaren
Auslandsaufenthalt bietet sich die Zeit nach
der Promotion in der akademischen Laufbahn
besonders an. Fiir diesen Karriereabschnitt
gibt es vielfaltige Fordermoglichkeiten, etwa
durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(DFQ) oder die EU (Marie-Curie Fellowship),
bei denen der internationale wissenschaftli-
che Austausch im Vordergrund steht. Einige
Geldgeber unterstiitzen auch explizit einen
Themenwechsel (z.B. Human Frontiers). Ein
Auslandsaufenthalt ist fiir Wissenschaftler
nahezu obligatorisch, und meine Erfahrungen
als Student in Edmonton waren durchgangig
positiv. Wahrend meiner Zeit in Kanada kam
es mir neben meinen Studien vor allem darauf
an, Einblicke in in anderes Bildungssystem zu
erhalten und neue kulturelle Erfahrungen zu
machen. Fiir die Wahl meiner Post-Doc-Stelle
stand hingegen der Wunsch im Vordergrund,
meinen eigenen Forschungsinteressen nach-
gehen zu konnen.

Mumien und Curry Houses

Die Englander sind stolz auf ihre politische
und wissenschaftliche Tradition, und man
begegnetihren Spuren teilweise auf absurde
Art. Der beriihmte Sozialreformer Jeremy
Bentham etwa nimmt auch 180 Jahre nach
seinem Tode noch an Jubildumssitzungen
des University College in London teil — als
Mumie. Ich habe mich sehr schnell in England
eingelebt und schatze das multinationale
Umfeld an meinem Wohn- und Arbeitsplatz.
700,000 Auslander leben allein in London,
und sind neben den Briten im kulturellen
Leben stark prasent. Und um alle indischen
Curry-Hauser auszuprobieren, brauchte man
wohl Jahre.
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Nach anderthalb Jahren hatte ich die Moglich-
keit, zusammen mit meinem Gruppenleiter
an das Sanger Institut des Wellcome Trust zu
wechseln, das gerade seinen Bereich ,Patho-
gens” erweitern wollte.

Nicht nur bench work

Dort entstand unter Einfluss meines Chefs ein
vollig neues, hochmodernes Malaria-Labor. Der
Wellcome Trust ist mit ca. 600 Mio. £ jahrlich der
grolite nichtstaatliche Geldgeber fiir biomedizi-
nische Forschung Die Stiftung gibt gemeinndit-
zige Richtlinien flir von ihr geforderte Projekte
vor, wie ,,open access” flir wissenschaftliche
Daten und Technologietransfer zwischen Insti-
tutionen. Wissenschaftliche Projekte sind dort
in langerfristige Programme eingebunden, ver-
gleichbar etwa mit einem Sonderforschungsbe-
reich (SFB) in Deutschland.

Der Forschungsschwerpunkt unseres Labors
ist die Aufklarung der biologischen Vorgange
bei der Ubertragung von Malaria auf die Mi-
cke und damit der weiteren Verbreitung der
Krankheit. Wir benutzen dabei ein Mausmodell
flir unsere genetischen und zellbiologischen
Studien, das uns erlaubt, den gesamten Lebens-
zyklus des Parasiten zu untersuchen. Neben
der Untersuchung grundlegender biologischer
Fragestellungen, etwa im Bereich Signaltrans-
duktion, beschaftigen wir uns auch mit der
Validierung von Daten aus verschiedenen
Kooperationen inner- und auBerhalb des Insti-
tuts. Ein Projekt untersucht die in vivo-Wirkung
auf Parasitenwachstum und Transmission von
Leitstrukturen eines Industriepartners.In einem
anderen Projekt Uberpriifen wir die Ergebnisse
aus genomischen Studien an klinischen Proben
durch gezielte Mutationen in Parasiten- und
Wirtsgenen.

Als Scientific Project Manager bin ich an
der Koordination einiger dieser Projekte, der
technologischen Entwicklung im Bereich
genetische Validierung und dem Aufbau von
Kollaborationen beteiligt und trage gleichzeitig
Verantwortung flr das technische Personal.
Gutes Team- und Zeitmanagement sind hier
unverzichtbar, denn viele Experimente mus-
sen an die Zeitplane und Arbeitsbelastungen
anderer Gruppen angepasst werden, wie etwa
im Bioinformatikbereich. In der Technologie-
Entwicklung ist ein enger wissenschaftlicher
Kontakt mit anderen Malaria-Gruppen weltweit
wichtig, um bereits im Vorfeld sicherzustellen,
dass von uns entwickelte Methoden eine breite

Karrierewelt Forschen im Ausland

Den Studiengang Chemie und meine Di-
plomarbeit in Biochemie absolvierte ich
von 1995 bis 2000 an der Westfalischen
Wilhelms-Universitat in Miinster und
dem Max-Planck-Institut (MPI) fiir Mo-
lekulare Physiologie in Dortmund. Von
1998 bis 1999 verbrachte ich mit einem
Stipendium des Deutschen Akademi-
schen Austauschdiensts (DAAD) ein Jahr
am Biochemischen Institut der Universi-
ty of Alberta in Edmonton, Kanada. Nach
der Diplomarbeit verlieB ich die Chemie
und promovierte von 2000 bis 2005 am
MPI fiir Biochemie. Seit 2006 arbeite ich
in England, davon zundchst 11/2 Jahre
als PostDoc am Imperial College Lon-
don. Derzeit bin ich als Wissenschaftler
am Wellcome Trust Sanger Institute in
Cambridge angestellt.

Anwendung finden. Meine Position erméglicht
mir die Weiterbildung im Managementbereich
und gibt mir gleichzeitig die Moglichkeit, ein
eigenes Forschungsprojekt zu bearbeiten. Die
Stelle ist ein Beispiel dafiir, dass akademische
Karrieremoglichkeiten in GroRbritannien vielfal-
tigersindalsin Deutschland.Esist nicht untiblich,
mehrere Post-Doc-Stellen zu durchlaufen oder
mittelfristig als wissenschaftlicher Mitarbeiter
zu arbeiten, bevor man Gruppenleiter wird oder
in die Industrie wechselt. Forschungsinstitute
haben in der Regel eine gut ausgebaute ,core
facility” fur wissenschaftliche Dienstleistungen,
in denen feste Mitarbeiter einen dauerhaften
Standard garantieren und technisches Know-
how aufgebaut und bewahrt wird. Die berufliche
Entwicklung wird als der Erwerb einer Samm-
lung von relevanten Erfahrungen angesehen
und die generelle Akzeptanz von alternativen
Karrierewegen ist hoch. Man wird an vielen
Stellen ermutigt, sich entsprechend der person-
lichen Interessenslage weiterzubilden. Diese
Einstellung mochte ich mir bei einer etwaigen
Rickkehr bewahren — der Erfolg in einem Job
hangt schlielich sehr davon ab, dass man mit
Begeisterung bei der Sache ist.

> www.laborwelt.de
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Akademischer Stellenmarkt

Veréffentlichen Sielhre Stellenanzeigen zielgruppengerechtin unserem akademischen Stellenmarkt (auch online), derallen nicht-kommerziellenInsti-
tutenfiirihre Stellenausschreibungen kostenlos zur Verfiigung steht. Bitte senden Sie dazu Ihre Anzeige (1/4 Seite 9o mm breit x122,5 mm hoch, Logo-
jpg oder tiff, 300 dpi Auflésung) an a.macht@biocom.de. Annahmeschluss fiir die ndchste LABORWELT-Ausgabe ,,Bioanalytik“ (Erscheinungs-

termin 18.03.2010) ist der 5. Méarz 2010.

Cologne International

Graduate School

From Embryo to old Age,

Development, Health and Disease

8 Fellowships

3-year Ph.D. programme starting fall 2010

The University of Cologne has a long-standing tradition and
world-wide reputation for top-level molecular biological research.
Beginning in Fall 2010 the Research School in Biology “From
embryo to old age: the cell biology and genetics of health and
disease” will be offering a high-level Ph.D. programme for
students with excellent qualifications. The participating research
groups use microbial, plant and animal model systems to inves-
tigate cell biological and genetic mechanisms whose perturbation
during the life cycle of an organism results in disease.

The three-year programme starts with a six-month rotation and
course period, followed by a PhD project in one of the participating
groups. Seminars and training courses complement the research
work. Comprehensive support is provided throughout the pro-
gramme.The programme language is English. Accepted students
will receive a laptop computer and 500 EUR to get started in
Cologne. No tuition fees are charged.

Eight competitive three-year fellowships (initially 1100 EUR, then
1400 EUR per month) are available.

We invite you to apply to the IGSDHD in Cologne, the exciting city
in the heart of Europe.

To obtain further information please visit our website at:
http://www.uni-koeln.de/bio-graduateschool/

Submission deadline for complete applications is April 15, 2010

Contact: Dr. Isabell Witt, IGSDHD, Zllpicher Strasse 47,
D-50674 Cologne, Email: isabell.witt@uni-koeln.de,
Phone: +49(0) 2214701683, Fax: +49(0)2214701632

Der Lehrstuhl fiir Molekulare und Zellulire Anatomie
der Universitit Regensburg
sucht zum ndchstmaglichen Zeitpunkt

Doktorandinnen/Doktoranden

Im wissenschaftlichen Fokus des Lehrstuhls stehen zwei Erbkrankheiten
der Niere (polyzystische Nierenerkrankung, Nagel-Patella-Syndrom). Bei der
polyzystischen Nierenerkrankung geht es vorwiegend um das Polycystin-2
Protein, einen nichtselektiven Kationenkanal aus der Familie der TRP-Proteine.
Untersucht werden sollen der intrazelluldre Transport von Polycystin-2 und
anderer Zysten-assoziierter Proteine zum und im primaren Zilium sowie die
funktionelle Bedeutung spezifischer Doménen von Polycystin-2. Im Falle des
beim Nagel-Patella-Syndrom mutierten Transkriptionsfaktors LMX1B geht es
ebenfalls um die funktionelle Charakterisierung individueller Doménen, um die
Regulation der Zielgene und die Steuerung der Differenzierung von Podozyten
durch LMX1B. Angewendet werden ein breites Spektrum an ultrastrukturellen,
biochemischen, molekular- und zellbiologischen Arbeitstechniken sowie
Tiermodellen. Die Universitdt Regensburg besitzt neben der Universitét
Erlangen den einzigen Sonderforschungsbereich zum Thema Niere (SFB 699
»otrukturelle, physiologische und molekulare Grundlagen der Nierenfunktion®),
an dem der Lehrstuhl mit eigenen Projekten beteiligt ist.

Néahere Auskiinfte/Bewerbungen:

Prof. Dr. Ralph Witzgall,

Lehrstuhl fiir Molekulare und Zelluldre Anatomie,

Universitat Regensburg, Universitatsstr. 31, 93053 Regensburg
Tel. 0941/943-2820/2821; Fax 0941/943-2868

E-Mail: ralph.witzgall@vkl.uni-regensburg.de

Our department has a strong experience in
4 i e diagnostics and research of viral heart disease
4 U KT and belongs to the University Hospital Tiibingen,
P GErMAany.
The aim of our research is to identify molecular factors in the pathogenesis of
enteroviral heart disease

The Department of Molecular Pathology invites applications for a

Postdoctoral Scientist -
Experimental Virology/Immunology

Job Description:

Our research focuses on coxsackievirus B3 myocarditis in immunocompetent
and immunodeficient mice as model systems for enteroviral myocarditis in
humans. We are interested to identify immune-mediated parameters and
signalling pathways in vitro and in vivo, explaining the different outcome of
viral myocarditis in patients (Circ Res. 2009;104:851)

Your Qualifications:

— PhD degree in biology/biochemistry or medicine

— Astrong background in molecular, virological and immunological techniques
is preferred

— Interested to work in an interdisciplinary research team

— Highly motivated and team oriented

— Experience with mouse models would be very helpful

Our Offer:

— Working in an innovative, well-equipped and scientifically stimulating
surrounding

— Initial employment contract for three years (DFG, SFB-TR19) with a standard
public service salary

Applications should be sent (also via e-mail) until 15.03.10 to:
Prof. Dr. med. Karin Klingel

Abt. Molekulare Pathologie

Universitatsklinikum Tiibingen

Liebermeisterstr. 8 - 72076 Tiibingen - Germany

E-Mail: karin.klingel@med.uni-tuebingen.de
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Karriere beginnt bei uns

RHEINISCH-
WESTFALISCHE
TECHNISCHE
HOCHSCHULE
AACHEN

Gruppenleiter
Lehrstuhl flir Biotechnologie

Unser Profil:

Die Kernkompetenz der Arbeitsgruppe von Prof. Schwaneberg ist das evolutive
und rationale Design von Proteinen. Projekte reichen von Grundlagenforschung
zur Aufkl@rung von Struktur-Funktionsbeziehungen und deren Modellierung,
Methodenentwicklungen fiir Gelenkte Evolution bis zur Optimierung von
Biokatalysatoren fiir die industrielle Stoffproduktion und fiir medizinische
Anwendungen.

In einem direkt finanzierten GroBindustrieprojekt, einem DBU- und einem
BMBF-geforderten Projekt suchen wir einen promovierten wissenschaftlichen
Mitarbeiter, drei wissenschaftliche Mitarbeiter zur Promotion, und eine Tech-
nische Mitarbeiterin. Dariiber hinaus wird ein Gruppenleiter gesucht, der die
Arbeitsgruppe (Hochdurchsatzdurchmusterung) High-througput-screening-
Technologien mit fiinf Doktoranden leitet und Durchmusterungstechnologien
weiterentwickelt.

Ihr Profil:

Eine Promotion wird vorausgesetzt. Fiir die Gruppenleiterstelle mit langfristiger
Perspektive werden Erfahrungen im Bereich von Durchmusterungstechnologie,
Fiihrung von Mitarbeitern, Projektmanagement und eine sehr gute Publikations-
leistung vorausgesetzt.

Ihre Aufgaben:
Entsprechend Meilensteinplanungen in Drittmittelprojekten

Unser Angebot:

Die Einstellung erfolgt im Beschéftigtenverhaltnis. Die personlichen Voraus-
setzungen miissen erfiillt sein. Die Stelle ist zum ndchstmdglichen Zeitpunkt
zu besetzen und befristet auf 2 Jahre. mit der Mdglichkeit der Verlangerung.
Es handelt sich um eine Vollzeitstelle. Die Eingruppierung richtet sich nach
dem TV-L.

Die RWTH Aachen ist fiir ihre Bemiihungen um die Gleichstellung von Mann und
Frau mit dem ,Total-Equality-Award“ ausgezeichnet worden. Bewerbungen
von Frauen sind ausdriicklich erwiinscht. Bei gleicher Eignung, Befahigung und
fachlicher Leistung werden Frauen in den Entgeltgruppen bzw. Laufbahnen, in
denen eine Unterreprasentanz von Frauen besteht, bevorzugt beriicksichtigt,
sofern nicht in der Person eines Mitbewerbers liegende Griinde iiberwiegen.
Auf §8 Abs. 6 Landesgleichstellungsgesetz NW (LGG) wird verwiesen. Die
RWTH Aachen ist fiir ihre Bemiihungen um die Ausbildung und Beschaftigung
schwerbehinderter Menschen mit dem ,,Pradikat behindertenfreundlich” aus-
gezeichnet worden. Bewerbungen geeigneter schwerbehinderter Menschen
sind ausdriicklich erwiinscht. Dies gilt auch fiir Gleichgestellte im Sinne von
§2 SGB IX.

Ihr/e Ansprechpartner/in:

Frau Dr. Monika Reiss

Tel.: +49 (0) 2418024177 - E-Mail: m.reiss@biotec.rwth-aachen.de

oder

Herr Prof. Dr. Schwaneberg

Tel.: +49 (0) 2418024170 - E-Mail: u.schwaneberg@biotec.rwth-aachen.de
www.schwaneberg.com

Ihre Bewerbung richten Sie an:
Dr. Monika Reiss - Lehrstuhl fiir Biotechnologie
RWTH Aachen, Worringer Weg 1, 52074 Aachen

oder per E-Mail an
Dr. Monika Reiss - m.reiss@biotec.rwth-aachen.de

Eine Bewerbung per E-Mail ist datenschutzm@Big bedenklich. Der Versender
tragt dafiir die volle Verantwortung. Es wird eine Bewerbung auf dem Brief-
postweg empfohlen.

LABORWELT

Service Stellenmarkt

www.promega.com - doing business on research time...

Promega zahlt zu den fiinf groBen weltweit tatigen Life Science Re-
search Unternehmen. Die Promega GmbH aus Mannheim ist mit
mehr als 50 Mitarbeitern flir den Vertrieb der Produkte des Promega-
Konzerns in Deutschland, Osterreich und Osteuropa zustindig.

Dank unserer Innovationskraft, hohen Qualitdtsstandards und des
umfassenden Servicekonzepts werden wir auch in den kommenden
Jahren unsere fiihrende Stellung im Markt weiter ausbauen.

Zum Aufbau eines schlagkraftigen Verkaufsteams fiir den Pharma-
und Biotechnologiemarkt suchen wir ab sofort eine/einen (m/w)

Sales Spezialist/in Pharma &
Biotechnologie Nord (Vollzeit)

mit Wohnsitz bevorzugt nahe Berlin.

Hauptaufgaben sind die wissenschaftlich und kaufméannische Bera-
tung unseres bestehenden Kundenstammes aus Pharma- und Bio-
technologie, die Neukundengewinnung sowie der Ausbau und die
Ausweitung von Kundenbeziehungen, die Planung und Durchfiihrung
von Business Reviews, Produktseminaren und wissenschaftlichen
Vortragen sowie die Marktbeobachtung.

Erforderlich sind ein abgeschlossenes Studium der Naturwissen-
schaften (Dipl./Promotion) und sehr gute praktische Kenntnisse im
Bereich Zell- und/oder Molekularbiologie oder verwandter Diszipli-
nen. Sie haben mindestens zwei Jahre Vertriebserfahrung im Life
Science-Markt, bevorzugt mit Marktkenntnissen und Expertise bei
Pharma- und Biotechnologie-Kunden. Englisch beherrschen Sie in
Wort und Schrift, ebenso die géngigen Office Anwendungen. Sie sind
kundenorientiert und reisen sehr gerne (60%-80% Reisetatigkeit).

Erforderliche personliche Qualifikationen sind Begeisterungsfa-
higkeit, ein hohes MaB an Leistungsbereitschaft und Eigeninitiative
in Verbindung mit der Féhigkeit zur Teamarbeit. Verhandlungskom-
petenz sowie ein sicherer, professioneller Umgang mit Kunden sind
ein Muss. AuBerdem sehr gute Kommunikations- und Présentati-
onsféhigkeiten.

Wir bieten leistungsgerechte Bezahlung und persénlichen Freiraum
und sichern Sie zusatzlich durch Altersversorgung/Direktversiche-
rung, Unfallversicherung und VWL ab. Dartiber hinaus bieten wir
Ihnen sehr gute Entwicklungschancen und fiihren ein kontinuierli-
ches Programm zur Entwicklung lhrer fachlichen und persénlichen
Féhigkeiten durch.

Bitte senden Sie Ihre aussagefihigen Bewerbungs-
unterlagen, die Ihre fachlichen und sozialen
Kompetenzen beschreiben, an Dr. Beate Schnell,

Promega GmbH, Schildkrétstr.15, 68199 Mannheim,
beate.schnell@promega.com, Tel: 01 73/6 99 38 98.
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Deutsches Diabetes-Zentrum
an der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf
Leibniz-Zentrum fur Diabetes-Forschung

Trager: Deutsche Diabetes-Forschungsgesellschaft e.V.

Das Deutsche Diabetes-Zentrum ist eine vom Bund und vom Land
Nordrhein-Westfalen institutionell geforderte Forschungseinrichtung
an der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, deren Auftrag es ist,
auf Basis interdisziplinarer Forschung Beitrdge zur Reduzierung der
individuellen und gesellschaftlichen Belastung durch den Diabetes
mellitus zu leisten.

Das Institut fir Klinische Diabetologie (Direktor: Prof. Dr. M. Roden)
des Deutschen Diabetes-Zentrums sucht zum nachstméglichen
Zeitpunkt, zunachst befristet bis 31.12.2011 (ggf. auch fur die Dauer
von 2 Jahren), insgesamt drei

Naturwissenschaftler/innen

und/oder Mediziner/innen
(Postdoc oder Doktorand/in)

Im Zentrum der Tatigkeiten stehen die Untersuchungen des zellula-
ren Energiestoffwechsels in experimentellen und klinisch experimen-
tellen Studien.

Besondere Erfahrungen in Signaltransduktion sowie Organellenfunk-
tion und —biologie (z. B. Mitochondrien) sind winschenswert. Begei-
sterungsfahigkeit und Uberdurchschnittiches Engagement werden
erwartet. Die Moglichkeit zur Habilitation ist gegeben.

Das Arbeitsverhéltnis einschlieRlich der Vergiitung richtet sich nach
dem Tarifvertrag fur den 6ffentlichen Dienst der Lander (TV-L Wis-
senschaft) in der fur das Land Nordrhein-Westfalen geltenden Fas-
sung.

Die Beachtung der Schwerbehindertenrichtlinien und der Vorschrif-
ten des Gesetzes Uber Teilzeitarbeit ist gewahrleistet. Wir férdern
die berufliche Gleichstellung von Frauen und Mannern. Das Arbeits-
verhaltnis einschlieBlich der Vergitung richtet sich nach dem Tarif-
vertrag fur den 6ffentlichen Dienst der Lander (TV-L Wissenschaft) in
der fur das Land Nordrhein-Westfalen geltenden Fassung.

Ihre Bewerbung mit Lebenslauf, wiss. Werdegang und Verzeichnis
der Veréffentlichungen richten Sie bitte bis zum 28.02.2010 an die
Tragergesellschaft:

Deutsche Diabetes-Forschungsgesellschaft e.V.
- Personalwirtschaft - D-40225 Diisseldorf, Auf’m Hennekamp 65

www.ddz.uni-duesseldorf.de

Forschungszentrum

| & Rt

Am Forschungszentrum Borstel Leibniz-Zentrum fir Medizin und Bio-
wissenschaften ist in der Arbeitsgruppe Molekulare Mykobakteriologie
ab Méarz 2010 eine Stelle als

Wissenschaftliche/r Mitarbeiter/in
(Postdoc)

zu besetzen.

Die Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit der molekularen Epidemiologie
des Tuberkulose-Erregers, der Aufklarung von Resistenzmechanismen
gegenuber Antituberkulotika sowie der genetischen Diversitat und deren
Bedeutung fur die Wirt-Pathogen-Interaktion. Neben klassischen Analyse-
Methoden werden z. B. Hochdurchsatz-Sequenziertechnologien, sowie
vergleichende Transkriptom- und Proteomanalysen angewandt.

Es werden Bewerber/innen mit einem naturwissenschatftlichen Diplom-
oder Master Examen sowie abgeschlossener Promotion gesucht.
Voraussetzung fur eine erfolgreiche Bewerbung sind fundierte moleku-
larbiologische Kenntnisse (PCR-Techniken, Klonierung, Sequenzierung)
sowie Erfahrung mit S2- oder S3-Pathogenen (bevorzugt Mykobakterien).
Dartber hinaus sind bioinformatische Fahigkeiten, z. B. in der Genom-
sequenz- oder Microarray-Analytik, winschenswert.

Die Stelle ist zunachst fUr ein Jahr befristet, es besteht jedoch die Mog-
lichkeit der Verlangerung. Die Vergutung erfolgt nach dem TVGD (VKA).
Es werden alle im 6ffentlichen Dienst Ublichen Sozialleistungen geboten.
Schwerbehinderte werden bei sonst gleicher Eignung bevorzugt einge-
stellt. Das FZB ist bestrebt, den Anteil der Frauen in herausgehobenen
Positionen zu erhéhen und fordert deshalb entsprechend qualifizierte
Frauen nachdrucklich auf, sich zu bewerben.

Weitere Informationen finden sich unter www.fz-borstel.de.
Auskiinfte erteilt auch PD Dr. Stefan Niemann
unter sniemann@fz-borstel.de.

Ihre aussagekraftige Bewerbung (gerne auch per Email)
senden Sie bitte an das

Personalwesen des Forschungszentrums Borstel
Stichwort: PostdocMolMyk
Parkallee 2, 23845 Borstel
E-Mail: personalwesen@fz-borstel.de

A PhD student position is available in the Institute of Molecular & Cell Physiology

at Hannover Medical School (MHH).

PhD Position to Study Molecular Motors (E13/2)

M-l I-I Medizinische Hochschule

Hannover

As part of a DFG-funded Research Group our research team focuses on the mechano-chemical properties of motor enzymes by investigating these
properties at the level of individual motors (e.g., optical trap and TIRF microscopy). The project in question will focus on molecular engineering of motor
proteins and the use of these motors in single molecule assays. It is one of our goals to control motor properties and employ them in nano-devices.

Requirements for the position are an University degree in Biochemistry, Molecular Biology, or Biophysics as well as lab experience in molecular biology
and protein biochemistry. Interest in biophysical methods would be advantageous.

Applicants should send their CV and a brief outline of their research experience and interests to
Medical School of Hannover — Department of Molecular- und Cellphysiology

PD Dr. Walter Steffen (Mail: Steffen.WalterMH-Hannover.de)
OE 4210 | Carl-Neuberg-Str. 1 | 30625 Hannover, Germany
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campus vienna
WAV BIOCENTER

MANAGING DIRECTOR
CAMPUS SUPPORT FACILITY

The Campus Vienna Biocenter (CVBC) is a thriving life science campus in the heart of Europe.
Currently 4 basic research institutes and 6 companies with 1800 employees and students
from 40 different nations are located at the CVBC. In order to implement new joint scientific
infrastructure facilities at the CVBC, a new legal entity — the Campus Support Facility (CSF) - will
be set up. The new organization will be headed by a managing director who will guide the
future development of this technology platform. He/she will oversee a team of about 60 highly
qualified experts and direct investments in state of the art equipment like deep sequencing,
mouse phenotyping, imaging, etc.

Qualifications
«  University degree in a relevant domain (e.g. biology, medicine, biotechnology)
«  University degree in a business education and management or adequate work experience

«  Experience of atleast 3 yearsin aleadership position ideally in the life sciences field including
responsibility for investments and overall budget

«  Profound knowledge in accounting, financing and budgeting

«  Excellent communication, interpersonal and negotiating skills; Leadership qualities and
ability to work autonomously

«  Previous experience in coordinating and running core facilities will be considered a plus
«  Fluent comman of English, preferably also German
Key responsibilities

. Development of business plans (3 to 5 year plans) for the set-up and further development
of the Campus Support Facility

«  Directing the implementation of the new facilities; recruiting staff and coordinating the
purchasing of equipment

«  Proposal of new technologies and development of services based on user requirements
and market developments

« Administration and organization of all core facilities
«  Proposal of annual headcount, investment and cost budgets for each facility

«  Development of a detailed cost accounting system to secure a fair and transparent user fees
system and to meet the documentation requirements of funding agencies

« Acquisition of external customers (non CVBC members) to exploit spare capacities

Please send your CV and application to: office@viennabiocenter.org
For further details contact Harald Isemann. Tel:+43 1 79730 Ext.3601
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Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik

Das Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik ist ein internationales Forschungsinstitut im Bereich der medizinischen Genomforschung. Es ist der
Untersuchung von Struktur und Funktion des Genoms des Menschen und anderer Organismen gewidmet und beschaftigt etwa 470 Mitarbeiter/innen.

In der Arbeitsgruppe “Development and Disease” (Prof. Dr. Stefan Mundlos) am Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik / Institut fiir Medizinische
Genetik, Charité — Universitatsmedizin Berlin ist ab sofort fir die Dauer von 3 Jahren folgende Stelle zu besetzen:

Doktorand/in

Kennz. M 01/02 (50% Entgeltgruppe 13 TVGD)

Aufgabengebiet: Voraussetzungen:

Die Arbeitsgruppe befasst sich mit der molekularen und genetischen ~ Wir suchen ein hoch motiviertes und engagiertes Mitglied fiir unser
Analyse der Funktion von Neurofibromin in der Knochenentwicklung und ~ Team. Bewerber/innen sollten Gber ein Diplom- oder Masterabschluss
Knochenheilung. Neurofibromatose Typ 1 (NF1) ist eine haufig auftretende ~ auf biomedizinischem Gebiet (Biologie, Biochemie, Biotechnologie oder
genetische Erkrankung, welche sich durch skelettale Fehlbildungen und  vergleichbarer Disziplin) und Uber Interesse an molekularbiologischen und
eine gestorte Knochenfrakturheilung auszeichnet. Das Ziel des Projektesist ~ biochemischen Fragestellungen verfiigen. Erfahrungen auf dem Gebiet der
es, die Funktion von NF1 in der Regeneration von Knochenverletzungen zu Entwicklungsbiologie sowie im Umgang mit Tiermodellen sind von Vorteil.
verstehen und in diesem Zusammenhang neue therapeutische Strategien

zu entwickeln. Neben angewandter Mausgenetik kommen molekulare,

histologische und morphometrische Methoden zum Einsatz.

Bitte senden Sie lhre Bewerbung bis zum 26.02.2010 an das Die Max-Planck-Gesellschaft ist bemiiht, mehr schwerbehinderte Menschen
zu beschaftigen. Bewerbungen Schwerbehinderter sind ausdriicklich
Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik erwiinscht.
Personalabteilung — M 01/02
Ihnestr. 63 — 73 | 14195 Berlin Die Max-Planck-Gesellschaft strebt eine Erhdhung des Frauenanteils an.
oder per E-Mail an: job-0102@molgen.mpg.de Deshalb sind Bewerbungen von Frauen ausdriicklich erwiinscht.
CONRATH The company is a privately financed, global acting leader in the biotechnology fields specialized in
P supporting stem cell research. The company is located in North America, with subsidiaries in Europe,
Asia and Australia in clusters for life sciences research. Customers are scientific researchers mainly in
‘ 0 haematology/immunology and tissue engineering labs at key universities or privately owned big centres.
CONSULTING & For further internationalization the client is looking for an
A tm Stem Cell R h
This is either an interesting task for an experienced Your Profile
sales professional or for a young professional with a e MSc., university degree in life science, preferably with
profound corresponding scientific background and first specialization in cell biology

sales experience. ¢ Sound experience within the sectors of cell culture or

cell separation

The Position e First experiences in sales/marketing
* To manage and to support all existing customers and * Dutch and English fluent, candidates with additional
to realize the direct marketing and sales targets in the German language skills are preferred

Netherlands and Dutch speaking parts of Belgium
¢ To systematically introduce new products into the

market including pricing Contact

e To completely support all customers scientifically Please submityourstructured CVwith photo and references
including organization of trainings, seminars, and a cover letter to Conrath Consulting & Coaching
workshops and on-site visits in customer labs via E-mail: conrath@conrathcc.com

¢ The future job holder will work from home office and www.conrathcc.com
will report to the Sales Director Germany Phone: +49 (211) 75844840.
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Seite bitte abtrennen — per Fax an 030-264921-11 Service Verbande

Kontakt zu Verbanden

Die Mitglieder der nachfolgenden Fachgesellschaften erhalten LABORWELT regelmaRig mit
freundlicher Empfehlung ihrer Organisationen. Wer sich dariiber hinaus fiir eine Mitarbeit oder
einen Beitritt interessiert, erreicht die Fachgesellschaften unter den folgenden Kontaktdaten:

Ich interessiere mich flr [] Bitte kontaktieren Sie mich
[] den Beitritt

[ Unterstutzung fur Jungwissenschaftler

[J Interessenvertretung Name Firma

[] eine Spende

[] Fachgruppen im Bereich Tel. Fax

Verband (sihe unten, bitte ankreuzen)  EMail

B Dt. Ver. Gesell. f. Klinische Chemie

und Laboratoriumsmedizin e.V. (DGKL)

m DG KL Geschaftsstelle der DGKL

e Gescllschart Im Mihlenbach 52 b
53127 Bonn
Tel.: +49-(0)-228-92-68-9522
Fax: +49-(0)-228-92-68-9527
geschaeftsstelle@dgkl.de
www.dgkl.de

Bl Deutsche Gesellschaft fiir
Proteomforschung
‘}» c/o MPI fiir Biochemie

Am Klopferspitz 18a
82152 Martinsried

Deutsche Gesellschaft fiir

Proteomforschung e.V.

Tel.: +49-(0)-89-1897-9007
Fax: +49-(0)-89-1897-9009
c.kleinhammer@dgpf.org
www.dgpf.org

Hl BIO Deutschland

BiO DEUTSCHLAND Tegeler Weg 33/
berlinbiotechpark
10589 Berlin
Tel.: +49-(0)-30-3450593-30
Fax: +49-(0)-30-3450593-59
info@biodeutschland.org
www.biodeutschland.org

B Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene
und Mikrobiologie (DGHM)

Fax: +49-(0)-511-532-4355
www.dghm.org

M bts (Biotechnologische Studenten-
initiative e.V.)

Tel.: +49-(0)-2649-21-21
Fax: +49-(0)-2649-21-11
www.bts-ev.de

LABORWELT

H Ge iir Signaltransduktion

Gesellschatt fr Signaltransduktion

m G iir Pharmakologie und
To

esellschaft f
xikologie
e

& h"

B Nationales Genomforschungsnetz

sellschaft f
STS

Signal Transduction Soclety

T
tyfs
Q>

GST

\"%-I’

/o HZM — Deutsches
Forschungszentrum fiir
Gesundheit/Inst. of Develop-
mental Genetics

Tel.: +49-(0)-89-3187-2610
Fax: +49-(0)-89-4620
www.gfgenetik.de

c/o Prof. Dr. Ralf Hass

Med. Hochschule Hannover
AG Biochemie u. Tumorbiol.
30625 Hannover

Tel.: +49-(0)-511-532-6070
Fax: +49-(0)-511-532-6071
www.sigtrans.de

Geschaftsstelle der DGPT
AchenbachstraBe 43

40237 Dsseldorf

Tel.: +49-(0)-211-600-692-77
Fax: +49-(0)-211-600-692-78
mitglieder@dgpt-online.de
www.dgpt-online.de

S.Argo@dkfz-heidelberg.de
www.ngfn.de

Tel.: +49-(0)-7071-2977692
Fax: +49-(0)-7071-295171
peterbauer@
med.uni-tuebingen.de
www.hih-tuebingen.de/dgng/

Bl Netzwerk Nutrigenomik
I{l Netzwerk Nutrigenomik
Wareds riw Fleduiving

Arthur-Scheunert-Allee 114
14558 Nuthetal
o Tel.: +49-(0)-33200-88-301
Fax: +49-(0)-33200-88-541
mail@nutrigenomik.de
www.nutrigenomik.de

B RNA-Netzwerk

c/o Prof. Dr. Volker A. Erdmann
Freie Universitat Berlin
Thielallee 63, 14195 Berlin
Tel.: +49-(0)-30-8385 6002
Fax: +49-(0)-30-8385 6413
erdmann@chemie.fu-berlin.de
www.rna-network.com

RiNA

RNA-Network

B FA Life Science Research im VDGH

c/o VDGH im VCI

Mainzer LandstraBe 55
60329 Frankfurt am Main
Tel.: +49-(0)-69-2556-1730
Fax: +49-(0)-69-236650
vdgh@vdgh.de
www.vdgh.de

]

Unberibeanii
= DO

W Osterreichische .
Reinraumgesellschaft (ORRG)

c/o Institut fiir Hygiene und N c/o DKFZ ORRG

Med. Mikrobiologie [ i e Im Neuenheimer Feld 580 Neudorf 41
Carl-Neuberg-StraBe 1 69120 Heidelberg A-8262 Ilz

30625 Hannover Tel.: +49-(0)-6221-424-743 Tel.: +43-(0)-3385-8117
Tel.: +49-(0)-511-532-4655 Fax: +49-(0)-6221-423-454 e mensows - Fax: +43-(0)-3385-8117

office@oerrg.at
www.oerrg.at

B Osterreichische Ges. f. Laboratoriums-

medizin & Klinische Chemie

- c/o BIOCOM Institut fiir Humangenetik alsl X ] OGLMKC Geschaftsstelle
4 “.‘y‘- Stralsunder StraBe 5859 Calwer StraBe 7 OELMKE Infomedica-KEG, Xenius Behal
btS 13355 Berlin 72076 Tiibingen Oe0e Tullnertalgasse 72

A-1230 Wien
Tel./Fax: +43-(0)-1889-6238
office@oeglmkc.at

www.oeglmkc.at
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Giinstiger Verdampfer

Der neue MiniVap™ von Porvair Sciences Ltd.
mit 24 Positionen wurde eigens entwickelt,
damit Forscher Flissigkeiten vor der Analyse
oder der Puffer-Rekonstitution effizienter aus
Rohrchen, Schlauchen und Vertiefungen von
Mikrotestplatten entnehmen konnen. Der
kompakte und preisgtinstige MiniVap wurde
flr Forschungs- und Entwicklungslabors
konzipiert, die kleinere Mengen an Réhrchen
und Ampullen (mit einem Volumen von
bis zu 3 ml) sowie Mikrotestplatten mit 24
Vertiefungen nutzen. Durch das simultane
Einspritzen von erhitztem Stickstoff, der
direkt in die Rohrchen, Ampullen oder Ver-
tiefungen eingebracht wird, ermdglicht der
MiniVap™ sehr kurze Trocknungszeiten. Der

Verdampfer Uberzeugt durch eine einfache
Einrichtung, Nutzung und Wartung. Zur In-
stallation werden lediglich ein Gasanschluss
und eine herkdmmliche Netzbuchse benétigt,
an die der Verdampfer angeschlossen wird.
Die Betriebssicherheit des CE-gepriften kom-
pakten Gerats ist ebenfalls gewahrleistet, da
das Gerat in alle Dunstabzlige passt.

Porvair Sciences Ltd. hat sich seit seiner
Grindung im Jahr 1992 auf die Herstellung
von Mikrotestplatten spezialisiert und kon-
zentriert sich auf die wissenschaftlichen
Bereiche Life Sciences, Medikamentenfor-
schung, Festphasenextraktion, Proteinrei-
nigung, Screening-Anwendungen sowie
Proteomik und Genomik. Porvair Sciences
ist ein 100%-iges Tochterunternehmen von
Porvair plc.

Porvair Sciences Ltd.

Unit 6, Shepperton Business Park
Govett Avenue

Shepperton, Middlesex, TW17 8BA, UK
Tel.: +44-(0)1372-824290
int.sales@povair-sciences.com
WWWw.porvair-sciences.com
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Sartorius erhalt ,iF product design awards 2010

Gleich fir zweiihrer Produkte hat die Sartori-
us AG den internationalen ,iF product design
award 2010" erhalten. Ausgezeichnet wurden
in der Kategorie Medicine/Healthcare Ende
des Jahres die Premium-Laborwaage ,Cubis”
und das Reinstwassersystem ,arium pro“ (vgl.
Foto). Die neuen Produkte des Prozess- und
Laborspezialisten liberzeugten die 24-kop-
fige Fachjury hinsichtlich aller elf Kriterien
wie Gestaltungsqualitat, Innovationsgrad
und Umweltvertraglichkeit. Der ,iF product
design award” zahlt zu den renommiertesten
Designwettbewerben weltweit und wurde
zum 56. Mal verliehen. Insgesamt hatte die
Jury knapp 2.500 Einreichungen aus 39 Nati-
onen zu bewerten. Die Teilnehmer traten in
16 Kategorien gegeneinander an.

Mit der neuen Laborwaage Cubis hat Sarto-
rius Anfang 2009 eine Premium-Waagenreihe
auf den Markt gebracht, die modular aufge-
baut und frei konfigurierbar ist und an wech-
selnde Arbeitsbereiche angepasst werden
kann. Mit einem neu entwickelten Bedienkon-
zepterfillt sie moderne Wageanforderungen
—vom einfachen Wagen von Substanzen bis
zur Verwaltung komplexer Ablaufe.

Das Wasseraufbereitungssystem arium
proist ein Gerat, das reinstes Wasser fiir den

Einsatz jeglicher Laboranalysen, wie etwa die
lonenchromatographie, Zellkultivierung oder
Protein-Aufreinigung produziert.

Elke Schild

Sartorius AG

37070 Gottingen;

Tel.: +49-(0)551-308-3684
Fax: +49-(0)551-308-3572
elke.schild@sartorius.com
www.sartorius.com

Neu: automatischer Zellzahler im Pipetten-Format

Millipore hat das erste automatische Zellzahl-
gerat im Pipetten-Format vorgestellt — den
Scepter™-Zellzahler. Das Gerat miniaturisiert
die in weitaus groReren Gerdten eingesetzte
Coulter-Zellzahltechnologie in einem tragbaren

Gerat, das so grof ist wie eine automatische
Pipette und Uiber eine technisch ausgereifte Elek-
tronik fir die Zellerkennung, Signalverarbeitung
und Datenspeicherung verfiigt. Die Zellzahl
und das durchschnittliche Zellvolumen werden
binnen 20 Sekunden nach Eintauchen der Spitze
ineine Zellkulturprobe auf einem Grafik-Display
angezeigt. Die Technologie ist eine Alternative
zur gelaufigen manuellen Zahlung mittels
eines Hamozytometers unter dem Mikroskop
und zu wesentlich teureren, nicht tragbaren
automatischen Zellzahlern. Neben der Zellzahl
und dem durchschnittlichen Zellvolumen wird
auch die Zellverteilung nach Volumen und
Durchmesser in einem Histogramm dargestellt,
das Einblick in den Zustand der Kultur gibt. Die
Ergebnisse konnen im Gerat gespeichert oder
auf einen Computer heruntergeladen werden.
Der Scepter-Zellzahler wird in der zweiten Halfte
des ersten Quartals 2010 erhaltlich sein.

Millipore

Ulrike Baer-Chardot, PhD

Millipore Bioscience Division, B.P.307
F-78054 St Quentin Yvelines Cedex
Tel.: +33-(0)1-3012-7037
ulrike_baer-chardot@millipore.com
www.millipore.com
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Veranstaltungskalender

22.-23.02.10
2" International Conference on Sustainable
Pharmacy - Incentives and Perspectives,
Osnabriick

Info: Dr. Maximilian Hempel, Deutsche Bundesstif-
tung Umwelt (Tel.: +49-541-9633-916,

E-Mail: n.weichselfelder@dbu.de,

Web: www.dbu.de)

23.-24.02.10
PDA European Conference on Pharmaceutical
Microbiology, Berlin

Info: Parenteral Drug Association PDA

(Web: www.pda.org)

08.-10. Marz 2010, Barcelona

BioEurope Spring: Partnern

Das wichtigste Partnering-Treffen fiir Bio-
technologie-Unternehmen dieses Friihjah-
res veranstaltet die EBD-Group in Barce-
lona. Wer Kontakte pflegen und schlieRen
will, tut gut daran, schon jetzt den elektro-
nischen Informationsaustausch zu starten:
www.ebdgroup.com/bes/index.htm

24.-25.02.10
Antibody Engineering and Design — Accelera-
tion Progress in Antibody Drug Development,
Frankfurt am Main

Info: Hanson Wade Ltd.

(Tel.: +44-203-141-8700, Web: www.biorbis.com)

24.-25.02.10
Science to Market, Wien

Info: Dr. Marion Kronabel, EAPB
(E-Mail: marion.kronabel@eapb.org,
Web: www.eapb.org)

LABORWELT
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20. April 2010, Miinchen
BioVaria 2010: Lizenzen & Co

Nach dem grofRen Erfolg der Auftaktveran-
staltung 2008 werden potentiellen Lizenz-
nehmern aus der Industrie in diesem Jahr
noch mehr biopharmazeutische Projekte
auf der BioVaria prasentiert. Tech-Transfer-
Organisationen aus ganz Europa sind be-
reits angemeldet: www.biovaria.org.

25.-28.02.10

EDDP 2010-International Conference on Early
Disease Detection and Prevention, Miinchen
Info: Paragon Conventions (E-Mail: eddp2010@
paragon-conventions.com,

Web: www.paragon-conventions.com/eddp2010)

01.03-02.03.10
EuroPLX42 — European Pharma License Ex-
chance, Valetta (MT)

Info: Dr. Norbert Rau, RauCon

(E-Mail: meetyou@europlx.com,

Web: www.europlx.com)

03.03-05.03.10
EMBL Workshop on Visualizing Biological Data
(VizBi), Heidelberg

Info: EMBL (E-Mail: conferences@embl.de, Web:
www-db.embl.de/jss/EmblGroupsOrg/conf_128)

04.-06.03.10

European Course for Life Sciences Executives,
ECLE, Bad Schauenburg (CH)

Info: Dr. Nicole Gilgen, ECLE Executive Office, c/o
ECPM (E-Mail: nicole.gilgen@unibas.ch,

Web: www.ecpm.ch/ecle)

08.03-11.03.10:

World Meeting on Pharmaceutics, Biophar-
maceutics and Pharmaceutical Technology,
Valetta (MT)

Info: AG fiir Pharmazeutische Verfahrenstechnik
(APV) (Web: www.worldmeeting.org)

Service Kalender

08.-10.03.10

22" DIA-EuroMeeting, Monaco (MC)
Info: DIA Drug Information Association
(Tel.: +41-61-225-5151,

E-Mail: diaeurope@diaeurope.org,

Web: www.diahome.org)

9.3-10.03.10
Barrier Systems and Current Aseptic Techno-
logies, Diisseldorf

Info: European Compliance Academy

(E-Mail: support@gmp-compliance.org,

Web: www.pharma-kongress.com)

09.03.10
CONTACT 2010, Heidelberg

Info: Anne-Susan Gantzert, BioContact e.V. — DKFZ
(Fax: +49-611-5055927, E-Mail: a.gantzert@bio-
contact.info, Web: www.contact2010.info)

10.-12.03.10
1%t International Metabolomics Symposium
— Metabolomics & More - The Impact of
Metabolomics on the Life Sciences, Freising-
Weihenstephan

Info: Christine Roger, ZIEL-TUM-Akademie (Tel.:
+49-8161-712832, E-Mail: christine.roeger@wzw.
tum.de, Web: www.metabolomics-and-more.de)

17.-18.03.10:

Biomedica 2010, Aachen

Info: LifetecZONe/BioLiége/LifeTech Limburg/LifeTec
Aachen-Jiilich e.V. (E-Mail: info@biomedica.com,
Web: www.biomedica2010.com)

27.-29. April 2010, Niirnberg

TechnoPharm zeigt Neues

Die einzige fiir die Pharma- und Life
Sciences-Branche relevante europaische
Fachmesse fiir Steriltechnik, Analytik und
Verpackungstechnik informiert Ende April
tiber die neuesten Produkte und Entwick-
lungen: www.technopharm.de
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Ausblick

Neue Zentren verandern

Karrierewege

Thomas Gabrielczyk

Es gibt auch noch gute Nachrichten inmitten der Krise und in Zeiten des Rotstiftes, der besonders
brutal an Deutschlands Hochschulen regiert. Mit zwei neuen Technologiezentren in Bochum und
Marburg entstehen zahlreiche Jobs fiir Bio- und Nachwuchswissenschaftler. Gut 21 Mio. Euro - ex-
klusive eines Neubaus —flieBen dabei an die Universitdt Marburg, wo die Max-Planck-Gesellschaft
und das Land Hessen in den nachsten fiinf Jahren das groRte Zentrum fiir die Synthetische Bio-
logie in Europa aus dem Boden stampfen. Rund 100 neue Stellen, eine Graduiertenschule, vier
Nachwuchsgruppen und zwei Professuren entstehen laut Lotte Sgrgaard-Andersen, der Wissen-
schaftlichen Koordinatorin von SYNMIKRO, in den nachsten fiinf Jahren am Loewe-Zentrum fiir
Synthetische Mikrobiologie. Noch mehr Geld fliet in die Proteomforschung am Standort Bochum.
Dort startete die Landesregierung Nordrhein-Westfalens piinktlich vor den Landtagswahlen mit
einer gut 37 Millionen Euro-Férderung das Europdische Proteinforschungsinstitut PURE, das sich
der Entwicklung von diagnostischen Krebs-, Alzheimer- und Parkinson-Biomarkern verschrieben
hat und in den néchsten fiinf Jahren zu einem neuen Fraunhofer-Institut fiir Proteinanalytik und

Biomarkerentwicklung ausgebaut wird.

Die Griindung der Zentren ist vor allem eine
gute Nachricht fiir junge Wissenschaftler.Denn
wie in England oder den USA, wo Core-Facilities
schon lange Normalitat sind, verbreitern die
neuen Zentren die Karrieremoglichkeiten fir
sie und bieten ihnen Alternativen jenseits der
klassischen Leitung einer Forschungsgruppe.
Denn mit den Jobs ist eine klare Anwendungs-
orientierung verkntpft. Gefragt sind neben
wissenschaftlicher Expertise auch Manage-
mentfahigkeiten. Denn beide Zentren sind
so angelegt, dass sie sich nach flinf Jahren zu
einem guten Teil durch Industrieauftrage co-
finanzieren sollen.

Dienstleistungszentrum fiir
Pharma- und Diagnostiksektor

In Bochum entsteht ein Dienstleistungszentrum
fur die Biomarkerentwicklung, das von der Ent-
deckung friihdiagnostischer Proteinmarker,ihrer
Validierung bis zur Entwicklung diagnostischer
Prototyp-Kits und deren Auslizenzierung an
Pharma- und Diagnostik-Unternehmen fast die

ganze Biomarker-Wertschopfungskette abdeckt.
Daneben wird die Technologie- und Methoden-
entwicklung,zum Beispiel IR-spektrometrischer
Verfahren, grokgeschrieben und bis Ende des
Jahres der Aufbau eines Studienzentrums
und einer Biomaterialbank begonnen. Durch
Kooperationen mit der gesetzlichen Unfall-
versicherung und diversen Zentren rechnen
die PURE-Koordinatoren Helmut Meyer, Klaus
Gerwert, Thomas Bruening und Jens Wiltfang
mit einer Gesamtforderung von rund 100 Mio.
Euro bis 2014.

Ziel des Marburger SYNMIKRO-Zentrums ist
es,inIndustriekooperationen Mikroorganismen
mit neuen Eigenschaften zu erzeugen. Dabei
setzen die Marburger zunachst auf die Herstel-
lung von Biotreibstoffen und Feinchemikalien.
Der Fokus auf die WeiBe Biotechnologie geht
der Entwicklung innerhalb der Industrie leicht
voraus. Binnen der nachsten 20 Jahre planen
die Chemieunternehmen, Produktionsnetz-
werke aufzubauen, die nachwachsende statt
petrochemische Rohstoffe nutzen, um flexibler
auf die Preisvolatilitat von Erdol reagieren zu
konnen.
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Thema

Bioanalytik
Next-Generation-Sequencer, die nur ein
Viertel aktueller Gerate kosten und damit

Sequencing-Dienstleistern das Geschaft
verhageln, auf Oberflachen wie einem
Taschentuch immobilisierte Protein-Diag-
nostika oder aktuelle Informationen tber
die neuesten Gerate- und Methodenent-
wicklungen direkt aus dem Labor sowie
die neuen Methodentests von Wissen-
schaftlern fiir Wissenschaftler — das alles
bietet die nachste LABORWELT-Ausgabe
mit dem Thema ,Bioanalytik®, kurz bevor
die groRRe Laborshow Analytica in Miinchen
beginnt.

Marktiibersicht:

miRNA quantifizieren

Werbekunden bietet diese Ausgabe eine
optimale Plattform fir ihre Produkt- und
Imageanzeigen. Reservieren Sie lhren
Werbeplatz in der LABORWELT-Themen-
ausgabe bis spatestens zum o5. Marz 2010.
Erganzend zu dem Themenschwerpunkt
Bioanalytik veréffentlichen wir eine Markt-
Ubersicht ,miRNA-Quantifizierung®, in der
die Anbieter Array-, Sequencing- und gPCR-
basierter Nachweissysteme die Vorziige
ihrer Technologie darstellen kénnen. In-
formationen zu lhrer moglichen Teilnahme
gibt Oliver Schnell (Tel.: +49-30-264921-45,
E-Mail: 0.schnell@biocom.de).

LABORWELT




WHERE THE GLOBAL BIOTECH INDUSTRY COMES TO PARTNER
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MARCH 8-10,2010
BARCELONA, SPAIN

CENTRE CONVENCIONES INTERNACIONAL BARCELONA (CCIB)

BIO-Europe Spring® is the springtime counterpart to EBD Group’s flagship conference,
BIO-Europe, and continues the tradition of providing life science companies with high caliber
partnering opportunities. The event enables delegates to identify, meet and network with
companies across the life science value chain from large biotech and pharma companies to
financiers and innovative start-ups. In addition to productive partnering, the conference offers
high level workshops, panels, company presentations and a lively exhibition.

For further information, please view our conference website
at www.ebdgroup.com/bes
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Antibodies and Related Reagents for Signal Transduction Research

-

SignalSilence® siRNA

duplexes from Cell Signaling Technology®

SignalSilence® siRNA duplexes allow the researcher to specifically inhibit protein expression.

Two equally potent siRNAs are available for each target (siRNA I and II).

A fluorescein-labeled non-targeted siRNA control allows the user to monitor transfection efficiency.
In addition, an unconjugated control siRNA can be used to test for specificity.

iz SignalSilence® siRNA duplexes are designed, produced and
purified in-house to meet the same stringent quality control
standards as CST antibody products.

iz SignalSilence® siRNA duplexes are functionally validated by
assessing effective knockdown at the protein level.

iz Technical support is provided by the same scientists who
produce and validate the products and know them best.

SignalSilence® c-Myc siRNA

For the most up-to-date product listing please visit our webpage: Confocal immunofiuorescent analysis of HeLa cells, transfected with
°© SignalSilence® Control siRNA (Unconjugated) #6568 (left) or transfected
U V V V V V . C ell S 1 gn al ° d e with SignalSilence® c-Myc siRNA | #6341 (right), using c-Myc (D84C12)
XP™ Rabbit mAb #5605 (green). Actin filaments have been labeled wth
DY-554 phalloidin (red).

%ﬁ Cell Slgnahng NEW ENGLAND
TEGHNOLOGY® in Deutschland und Osterreich exklusiv von lOLCle ZmbH

=z New England Biolabs GmbH Frankfurt/Main Deutschland Tel.: +49(0)69-305-23140 Fax.: +49(0)69-305-23149 email: info@de.neb.com www.cellsignal.de
=z Cell Signaling Technology Europe Plesmanlaan 1d 2333 BZ Leiden The Netherlands Tel. +31 (0)71 568 1060  Fax. +31 (0)71 568 1065  email: info@cellsignal.eu  www.cellsignal.eu



